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1 UVOD 
Potrebe po razvoju novih in učinkovitih zdravil v zadnjih letih še naraščajo, kar prinese s 
seboj nujo po novih tehnologijah, ki omogočajo natančno spremljanje in reguliranje procesa 
izdelave. Tehnologija v biofarmacevtski industriji se ves čas nadgrajuje in spreminja. 
Svetovne organizacije prehrambene ter farmacevtske industrije spodbujajo k boljši 
informacijski tehnologiji, proizvajanju novih terapevtikov ter k boljšemu razumevanju 
problemov v raziskovanju in njihovi proizvodnji (Reichert, 2006). Pri izdelavi protiteles s 
pomočjo sesalskih CHO (celična linija, pridobljena iz ovarijev kitajskega hrčka) celic zato 
neprestano stremimo k vpeljavi novih tehnologij, ki omogočajo natančno spremljanje rasti 
in stanja celic ter produkta. Procesna analitična tehnologija (z okrajšavo PAT) se je začela 
uveljavljati v zadnjih dvajsetih letih, stremi pa k izboljšavi nadzora nad procesi. Čeprav nam 
PAT omogoča inovativne rešitve pri nadzorovanju, spremljanju ter avtomatizaciji 
bioprocesov, je implementacija lahko zapletena, v določenih primerih pa njena uporabnost 
ne opraviči stroškov in kompleksnosti uporabe.  
 
Cilj bioprocesov s sesalskimi celicami je pridobiti čim večjo količino tarčne učinkovine. Po 
navadi le-ta korelira s številom in živostjo celic, ki pod danimi pogoji producirajo željeno 
molekulo. Tekom procesa moramo zato nadzorovati parametre okolja, v katerem se celična 
kultura nahaja, saj le tako lahko zagotovimo optimalno produkcijo tarčnih molekul. 
Tradicionalno so glavni nadzorovani procesni parametri temperatura, pH, hitrost mešanja ter 
prepihovanje in z njim povezana koncentracija raztopljenega kisika (Alford, 2006). Merjene 
spremenljivke, ki nam podajajo ključno informacijo o stanju celične kulture, so celična 
gostota, viabilnost (živost celic), sestava gojišča (hranila, stranski produkti) ter količina 
tarčnega produkta. 
 
Metode za merjenje celične gostote, ki so trenutno v uporabi v razvoju bioprocesov na 
laboratorijski skali, so počasne ter ne omogočajo sprotnega (on-line) spremljanja njihove 
rasti in viabilnosti v realnem času. Posledično težje določamo časovno sprejemljive izvedbe 
temperaturnih premikov in dohranjevanja za izboljšanje produktivnosti celic. To lahko 
doprinese h nekonsistentnemu sledenju procesnemu protokolu ter k težji interpretaciji 
podatkov. Meritve želimo izvajali skozi celoten proces v različnih rastnih fazah v procesih 
z različnimi celičnimi linijami. V bioproces želimo zato vpeljati nov način spremljanja in 
kontroliranja rasti celic, kot je na primer uporaba sonde za merjenje kapacitivnosti. Podjetje 
ABER, ki ima sedež v Združenem kraljestvu, je že več kot 30 let med vodilnimi proizvajalci 
laboratorijske opreme za spremljanje rasti celic v bioreaktorju v realnem času. Svoje sisteme, 
ki so pripravljeni za takojšnje delo v procesih fermentacije, ponujajo večini vodilnih 
svetovnih farmacevtskih korporacij. Metoda spremljanja rasti, ki jo ponuja podjetje, je 
dielektrična spektroskopija, kjer preko merjenja kapacitivnosti določamo koncentracijo 
živih celic. Metoda je v skladu s PAT iniciativo in bi po našem mnenju lahko imela pozitiven 
vpliv na rezultate bioprocesnih raziskav v razvojnem laboratoriju. 
1.1   NAMEN NALOGE       
Namen te magistrske naloge je bila vpeljava ABER sond za sprotno (on-line) spremljanje 
rasti celic v bioprocesih s sesalskimi celicami. Procese smo vodili v bioreaktorjih za enkratno 
uporabo z delovno prostornino 5 L. Celično rast in viabilnost smo spremljali skozi celoten 
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proces z obema metodama; z obstoječo off-line (Vi-Cell) in s testno sprotno in situ (on-line) 
metodo. V magistrski nalogi smo določili merilno območje ABER sond s primerjavo z 
meritvami na napravi Vi-Cell. Cilj je bil tudi preveriti konsistenco nove metode spremljanja 
celične rasti pri različnih celičnih linijah ter rastnih pogojih in potrditi njene prednosti pri 
kontroli dohranjevanja in temperaturnih premikov za izboljšanje produktivnosti. 
1.2.   HIPOTEZE 
- Z sondami ABER lahko uspešno in natančno spremljamo celično rast sesalskih celic 
skozi celotno trajanje bioprocesa.  
- Razlike v meritvah med sondami ABER in uveljavljeno kontrolno analitsko metodo (Vi-
Cell) niso kritične. 
- Vrsta celične linije ne vpliva na točnost merjenja celične gostote z uporabo sond ABER. 
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2     PREGLED OBJAV 
2.1  PAT – DEFINICIJA IN CILJI 
V biofarmacevtski industriji so časovni zamiki od začetka raziskav novega zdravila do 
njegove dejanske uporabe lahko ogromni. V povprečju celoten postopek traja približno 10 
do 15 let ter proizvajalca stane več kot 800 milijonov dolarjev. Potrebno je namreč 
dolgotrajno laboratorijsko testiranje substanc in njihovega vpliva na pacientovo telo, vendar 
je lahko vse zaman, če se izkaže, da substance ni mogoče proizvajati v zadostnih količinah 
v skladu z regulativo. Samo okoli 20 % zdravil, ki začnejo s kliničnimi študijami, je na koncu 
odobrenih s strani FDA (okrajšava za U.S. Food and Drug Administration) in dobi pravice 
za patent. Iz teh razlogov je bolje nameniti več sredstev laboratorijskim raziskavam kot 
dejanski proizvodnji. Zahteve za dobro laboratorijsko prakso (v angl. good manufacturing 
practices, z okrajšavo GMP) so se kot zakonski standard uveljavile leta 1962. FDA je kot 
razlog za to odredbo navedel konsistentnost pri nadzoru nad korektno proizvodnjo zdravil 
(Hinz, 2005), posledica pa je predvsem večja potreba pri natančnem nadzoru (in s tem večji 
strošek) bioprocesov. 
FDA je kasneje izdal iniciativo za vpeljavo PAT sistemov v farmacevtsko proizvodnjo. Prvič 
so o PAT iniciativi razpravljali julija leta 2001 na FDA svetovalnem komiteju za 
farmacevtske znanosti ACPS (Hinz, 2005), kaj kmalu, leta 2004, pa je bila izdana končna 
verzija dokumenta o namenu in ciljih PAT: ‘‘Guidance for Industry: PAT - A Framework 
for Innovative Pharmaceutical development, Manufacturing, and Quality Assurance’’ (U.S. 
Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration, 2004). Ta bolj 
kot smernice vsebuje okvirne napotke, katerih naj bi se podjetja držala ter preko njih prišla 
do lastnih izboljšav v postopkih proizvodnje zdravil v skladu z regulativo. 
Pojem PAT (okrajšava za process analytical technology, v slovenščini procesna analitična 
tehnologija) je definiran kot ‘’sistem za načrtovanje, analiziranje in kontroliranje 
proizvodnje preko pravočasnih ukrepov (npr. med procesom) kritične kvalitete in izvedbenih 
atributov materialov in procesov, tako surovih kot tistih v obdelavi,  z namenom 
zagotavljanja kvalitete končnega produkta. Pomembno je vedeti, da je pojem analitično v 
PAT obravnavan širše, tako da vključuje kemijsko, fizikalno, mikrobiološko ter 
matematično analizo in analizo tveganja na integriran način (U.S. Department of Health and 
Human Services, Food and Drug Administration, 2004).’’ Pojem ‘’pravočasnih ukrepov’’ 
se glede na IUPAC (okrajšava za International Union of Pure and Applied Chemistry) nanaša 
na ‘’meritve v realnem času’’(Hinz, 2005). Da bi izpolnili cilje PAT iniciative, se lahko 
lotimo različnih pristopov, kot so razumevanje in natančnejše kontroliranje procesov, npr. z 
novimi in-line ali on-line analitičnimi napravami, ali pa uporabo statističnih in 
informacijskih orodij, vse za boljšo kvaliteto produkta. PAT zajema uporabo novih metod 
spremljanja procesa, kot so kemometrija, tehnike kontroliranja procesa in procesna 
analitična kemija. Eden glavnih ciljev PAT iniciative je tudi podrobno razumevanje procesa, 
ki se začne že v zgodnjih fazah razvoja zdravila. Glede na PAT iniciativo želimo vedno ločiti 
med ključnimi procesnimi indikatorji ter tistimi aspekti procesa, ki nanj nimajo posebnega 
vpliva (Hinz, 2005). Biotehnološka javnost (raziskovalne skupine, tehnologi in proizvodni 
obrati) dojema PAT pristope v treh različnih kategorijah. Prva je direktno merjenje kritičnih 
atributov kvalitete (z okrajšavo CQA, v angl. critical quality attributes) produkta v realnem 
času, druga pa kontroliranje procesnih parametrov in direktno korelira s prvo. Tretja 
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kategorija je kontroliranje procesa, ki temelji na meritvah v realnem času in potrjuje 
uporabnost korakov  ali  opreme v procesu (Read in sod., 2010). Kategorije se razlikujejo 
predvsem v tem, ali senzor meri lastnosti produkta ali pojave, ki dokazano vplivajo na 
končno kvaliteto produkta. 
Procesi, pri katerih uporabljamo celične kulture, so sami po sebi zelo kompleksni in poznani 
samo do določene mere, nanje pa vpliva izjemno veliko število dejavnikov. Vpeljava PAT 
sistema v procese s celičnimi kulturami je lahko tako zelo zahtevna, po drugi strani pa ponuja 
največje izboljšave v smislu kvalitete končnega produkta, nadzora nad procesom ter tudi 
cene proizvodnje (Read in sod., 2010). PAT lahko v proces vpeljemo v vseh njegovih fazah, 
od priprave medija pa vse do žetve. Za namen te magistrske naloge se bomo osredotočili 
zgolj na produkcijsko fazo, torej od inokulacije bioreaktorja do konca fermentacije. 
Standardni bioproces z dohranjevanjem traja med 10 in 16 dni, odvisno od projekta in celične 
kulture. V tem času je pomembno, da ohranjamo proces v tarčnih smernicah. Uporaba 
določenih senzorjev za merjenje parametrov, kot so pH, količina raztopljenega kisika in 
temperatura v realnem času, je že dlje časa prisotna, vendar te nujno direktno ne kontrolirajo 
končnih atributov kvalitete.  
Od celične kulture lahko tekom procesa pridobimo tudi veliko drugih informacij, ki bi jih 
potencialno lahko uporabili v svojo korist, v kolikor jih razumemo in jih znamo pravilno 
interpretirati. Nekaj metod se že uspešno uveljavlja kot del PAT. Sem med drugim spadajo 
merjenje porabe kisika za določanje biomase (Aehle in sod., 2011) ali potrebe celic po 
hranilih (Zhou in sod., 1997) in situ mikroskopija za spremljanje povprečnega volumna celic 
in njihove koncentracije (Camisord in sod., 2002) ter tudi dielektrična spektroskopija, ki je 
prav tako namenjena spremljanju rasti živih celic in jo bomo obravnavali podrobneje. Takšne 
on-line ter in-line metode morajo biti povezane na kontrolno enoto procesa v realnem času, 
da lahko zagotovimo uspešno vpeljavo PAT v bioprocesništvo. Glavno področje izboljšave 
s PAT v procesih je dohranjevanje (Read in sod., 2010), mi pa se bomo osredotočili na 
temperaturne in pH premike (angl. ''shifte''), ki prav tako lahko ključno vplivajo na celice in 
posledično na kritične atribute kvalitete produkta.  
2.2  PROCESNI PARAMETRI TER NJIHOV VPLIV NA CELIČNI CIKEL    
2.2.1 Temperatura 
Običajno sesalske celične kulture gojimo pri 37 °C, saj pri teh pogojih dobimo hitro deljive 
celice z visokim odstotkom živosti (Sunley in Butler, 2010). Ta temperatura je primerljiva z 
normalno temperaturo telesa sesalcev. Variacija je odvisna od posamezne celične linije, 
optimalna temperatura rasti je pri vsaki celični liniji drugačna. Dokazano temperatura zelo 
močno vpliva na sam potek celičnega cikla, kar lahko v bioprocesništvu izkoristimo v svoj 
prid. Iz biotehnološkega vidika je kultivacija celic pri temperaturah med 33 °C in 35 °C 
priporočljiva v fazi produkcije, saj zavira rast celic, ki so v fazi S ali fazi G1 celičnega cikla 
(Rieder in Cole, 2002). Posledica je nižja stopnja proliferacije ter preklop na sekundarne 
metabolne poti, med drugim tudi na produkcijo rekombinantnih proteinov. Poleg 
omenjenega učinka kultivacija celic pri nižji temperaturi ponuja tudi druge prednosti. 
Podaljša se dolgoživost celične kulture, zniža potreba po kisiku ter intermolekularna 
agregacija produkta (Sunley in Butler, 2010). Zviša se občutljivost na deviacije pH v kulturi 
5 
Kavčič U. Vpeljava procesne analitične tehnologije v bioprocese s sesalskimi celicami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
 
(Oguchi in sod., 2006). Tudi kvaliteta produkta se v rahlo hipotermičnih pogojih izboljša, 
predvsem sialilacija ter glikozilacija (Sunley in Butler, 2010). Temperaturni premik 
označuje operacijo, ko v bioreaktorju spremenimo temperaturo na tisto, ki je za celice v 
danem stanju bolj optimalna za produkcijo iskane molekule. S temperaturnimi premiki lahko 
tako bolje reguliramo faze rasti celic ter hitrost njihove delitve. Ko celice tako držimo v 
določeni fazi rasti, se produkcija iskane molekule bistveno poveča. 
 
Slika 1: Prikazuje tipično krivuljo rasti celic med potekom bioprocesa z dohranjevanjem. V lag fazi se celice 
privajajo na novo okolje, zato je rast počasna. Sledi eksponentna faza, kjer celice rastejo najhitreje. V tej fazi 
je zelo pomemben podatek podvojevalni čas. Na koncu se rast ustavi v stacionarni fazi, ki je ponavadi 
inducirana z omejitvijo hranil ali spremembo procesnih pogojev. Sledi faza odmiranja, kjer je število 
umirajočih celic večje od prirastka novih (Adams in sod., 2007). 
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Slika 2: Prikazuje tako celično gostoto kot tudi količino produkta v odvisnosti od časa (Adams in sod., 2007). 
Opazimo, da se količina proizvedenega produkta močno poveča, ko začne eksponentna faza počasi upadati 
(približno 120 - 140h po inokulaciji). Takrat se celice prilagodijo na izvedene temperaturne ter pH premike, ki 
celice odvrnejo od množenja in jih usmerijo v produkcijo učinkovine. 
2.2.2 Kislost in bazičnost 
Drugi izjemno pomemben parameter, ki mora za optimalno rast kulture prav tako posnemati 
fiziološko stanje sesalskega telesa, je stopnja kislosti oz. bazičnosti medija. Študije so 
pokazale, da lahko proces dokaj zanesljivo ohranjamo v optimalnem stanju brez dodatnega 
nadziranja kislosti (Xu in Chen, 2016). Vendar pa zaradi večje natančnosti, boljše stabilnosti 
in boljšega nadzora nad procesnimi parametri, pH tekom procesa običajno reguliramo z 
dodajanjem baze in prepihovanjem z ogljikovim dioksidom (v nadaljevanju z okrajšavo 
CO2)  ali dodajanjem kisline. Kulture sesalskih celic imajo tendenco zakisati gojišče zaradi 
dihanja, kjer se proizvaja CO2. Ta raztopljen v gojišču niža pH, kar lahko negativno vpliva 
na rast celic ter končni produkt. Optimalni parcialni tlak CO2 se pri CHO celičnih kulturah 
giblje med 30 ter 76 mm Hg, pri višjih parcialnih tlakih (150 mm Hg in več) pa sta celična 
rast ter produktivnost okrnjeni (Gray in sod., 1996). Prav tako lahko do povišanja oziroma 
znižanja pH pride zaradi produkcije določenih metabolitov, npr. laktata (Konakovsky in 
sod., 2016). Zakisanje gojišča zaradi laktata je lahko posledica previsokega fluksa ogljika. 
Določene optimizirane avtomatske metode dohranjevanja so že pokazale, da lahko z njimi 
ustvarimo robustne pH profile z nizkimi koncentracijami glukoze. Reguliranje kislosti 
gojišča z bazo ali kislino sploh ni več potrebno, saj se laktat porablja, namesto da bi se 
proizvajal (Konakovsky in sod., 2016).  Deviacije pH vrednosti v gojišču dokazano močno 
vplivajo na specifično stopnjo rasti celic, še posebej med eksponentno fazo rasti; posledica 
je znižana maksimalna gostota živih celic (v angl. viable cell density s kratico VCD) in nižji 
titer končnega produkta (Brunner in sod., 2017). Tudi krajša obdobja izpostavljenja celic 
povišani kislosti v gojišču lahko privede do spremembe v celični fiziologiji ter slabšega 
donosa celotnega procesa (Brunner in sod., 2017). Načeloma velja, da si v bioproces želimo 
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čim manj posegati, sploh z dodajanjem NaOH, ker lahko to povzroči dodatna nezaželena 
nihanja v kislosti medija (Xu in Chen, 2016). 
2.2.3 Mešanje in plini 
Sesalske celice imajo načeloma nižjo potrebo po kisiku ter hranilih kot npr. bakterijske 
kulture, vendar je ta kljub temu zelo visoka. Tako je pri vodenju procesov izjemnega pomena 
zagotoviti dovolj visoke pretoke prepihovanja s kisikom ter tudi, da se ta kisik dobro raztopi 
v gojišču. To dosežemo z mešanjem vsebine bioreaktorja. Prav tako je mešanje nujno 
potrebno za enakomerno razporeditev hranil, ki jih tekom procesa po potrebi dovajamo v 
sam bioreaktor. Pri sesalskih celičnih kulturah so hitrosti mešanja ter čas pomešanja nižji 
kot pri drugih procesih z dohranjevanjem, saj so sesalske celice bolj občutljive na mehanski 
stres; pri bakterijskih kulturah so hitrosti mešanja lahko tudi do desetkrat večje (McNeil in 
Harvey, 2008). Vsekakor višje hitrosti mešanja tudi pri sesalskih celicah dokazano vodijo 
do hitrejših celičnih delitev, vendar pa lahko previsoke hitrosti zavirajo izražanje in sintezo 
rekombinantnih proteinov (Wang in sod., 2015). Študija Wanga in sodelavcev je pokazala, 
da je deljenje v mediju prosto plavajočih CHO celic najhitrejše pri povišanih hitrostih 
mešanja, izražanje rekombinantnega proteina pa največje pri zmernih mešalnih hitrostih. 
Mešanje je prav tako pomembno za preprečevanje posedanja celic na dno bioreaktorja, saj 
to lahko vodi do padca viabilnosti. Spremembo celičnega metabolizma ob spremembi 
hitrosti mešanja lahko torej uporabimo tudi v svojo korist. 
Študije so pokazale, da lahko mehurčki plina, ki ga uporabljamo za prepihovanje, tudi 
poškodujejo celice. Te so še posebej občutljive na manjše mehurčke, ki ujamejo večjo število 
celic in na površju brozge tvorijo peno, kjer lahko ujete celice zadržijo dlje časa, jih tako 
poškodujejo in viabilnost upade (Chisti, 2000). Vrtenje mešala lahko tako še poslabša 
razmere, saj razbije mehurčke in tako zavira celično rast. Hitrost mešanja naj bi pri metodi 
prepihovanja nad gladino brozge imela zanemarljiv vpliv na rast in produkcijo celične 
kulture, v primeru potopnega prepihovanja pa s hitrostjo mešanja upadata tako rast kot tudi 
produktivnost celic (Oh in sod., 1989). Kljub temu ostaja potopljeno prepihovanje pod 
mešalom standardni pristop pri bioprocesih s sesalskimi celicami (Chisti, 2000), saj obstajajo 
določene snovi, ki stabilizirajo celice v prisotnosti mehurčkov, ali pa le-te razbijejo in iz njih 
sprostijo ujete celice. Protipenilna sredstva nižajo površinsko napetost v peni in 
destabilizirajo proteinske filme. Zato so učinkovita rešitev pri procesih, kjer želimo omejiti 
količino nastale pene, ki se pogosto pojavi v stacionarni fazi rasti zaradi velike količine 
nakopičenih proteinov v bioprocesni brozgi. Pena lahko zadržuje celice, v ekstremnih 
primerih pa celo zamaši oddušni filter za pline in celoten proces se mora ustaviti (Zhang in 
sod., 1992). Obstaja več vrst protipenilnih sredstev, najpogostejša so silikonska ali pa 
sredstva iz polipropilen glikolnih polimerov. Protipenilna sredstva vedno dodajamo po 
potrebi, velikokrat jih uporabimo le v skrajni sili, saj povečujejo viskoznost gojišča, s čimer 
upočasnijo transport kisika po mediju in tako lahko negativno vplivajo na celično rast ter 
produkcijo rekombinantnih proteinov (Van der Pol in sod., 1993). 
Sestava prepihovalnega plina je odvisna od samega bioprocesa, v praksi pa za CHO celice 
sicer velja, da je prepihovanje sestavljeno iz kisika, ogljikovega dioksida, dušika ter 
standardne mešanice zraka. Vsak izmed uporabljenih plinov ima na proces drugačen učinek, 
zato mešanico plinov reguliramo glede na potrebe celic ter fazo procesa oziroma fazo rasti 
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celic. Ogljikov dioksid je plin, ki se ga vpihuje za zniževanje pH v procesni brozgi. CO2 
tekom procesa nastaja tudi naravno, saj je eden izmed stranskih produktov celičnega dihanja. 
Samega CO2 CHO celice ne morejo uporabljati za metabolne procese. Posledično pri 
hitrejšem dihanju (večje celične gostote) celice potrebujejo vedno manj prepihavanja s CO2, 
saj se pH vrednost brozge niža že sama po sebi; namesto CO2 zato dodajamo močno bazo 
(NaOH). CO2 zato vpihujemo ponavadi le na začetku procesa, dokler se pH vrednost ne 
stabilizira, nato pa prepihovanje nadomestimo z drugimi plini. Visoke vrednosti 
raztopljenega CO2 lahko namreč vodijo v inhibicijo celične rasti. Pri sesalskih in glivnih 
kulturah začne rast upadati, ko je parcialni tlak CO2 višji od 100 mbar (Blombach in Takors, 
2015). 
Dušik (v nadaljevanju s kratico N2) je glavni ‘’nosilni’’ plin ter je namenjen predvsem 
izpodrivanju odpadnega plina iz prostornine bioreaktorja. Ta prevladujoč element v zraku je 
pri standardnih pogojih izjemno stabilen in nereaktiven plin. Na pH nima vpliva in je zato 
splošno uporaben za prepihovanje tekočih medijev, iz katerih želimo izpodriniti druge pline, 
ki te učinke imajo in se zato v mediju ne smejo zadrževati dlje časa. Nereaktivnost dušika 
potrjuje tudi njegova široka uporaba v kromatografiji (Grob, 1997). 
Kisik (s kratico O2) je za CHO celice ključnega pomena, saj brez njega ne morejo preživeti. 
V kulturi celice sprejemajo kisik preko membrane s pasivnim transportom, njegova 
koncentracija znotraj celic pa naj bi zato načeloma bila skoraj enaka kot v gojišču (Glockner 
in sod., 1989). Kisik se znotraj celic porablja med celičnim dihanjem. Kot vemo, je celično 
dihanje proces, pri katerem celice iz kisika ter sladkorja pridelujejo CO2, vodo ter ATP, ki 
ga nato lahko porabljajo za večino celičnih funkcij, med drugim za proliferacijo ter 
proizvodnjo tarčnega produkta. Tekom procesa se potreba celic po kisiku spreminja s 
količino razpoložljivih hranil v gojišču ter samim številom celic (Naciri in sod., 2008). Kot 
pri ostalih plinih moramo paziti, da nasičenost gojišča s kisikom ni previsoka. Kisik je v 
prevelikih koncentracijah za celice namreč toksičen. Kisikovi radikali, kot so H2O2 in O2-, 
lahko reagirajo z molekulami v celicah, jih poškodujejo ter tako sprožijo apoptozo. Letalna 
nasičenost gojišča s kisikom je za sesalske celice okoli 40 % (Kazzaz in sod., 1996), zato 
moramo nasičenost ves čas procesa nadzirati ter previdno regulirati.  
2.2.4 Hranila v gojišču 
Če celično kulturo gojimo dlje časa, ji moramo zagotoviti primerna hranila. Pri procesih z 
dohranjevanjem in perfuzijskih sistemih se dohranjevanje izvaja dnevno oziroma 
neprestano. Če celicam teh primanjkuje, lahko to negativno vpliva na tvorjenje tarčnega 
produkta ter rast celic, tvorijo se lahko nezaželjeni stranski produkti ter spremenijo procesni 
parametri. Prav tako ima lahko negativen učinek na kulturo prekomerna koncentracija hranil 
v gojišču, zato moramo redno spremljati koncentracijo hranil ter metabolitov v gojišču. Pri 
tem si pomagamo z ''off-line'' analitskimi napravami, ki nam lahko v kratkem času podajo 
informacije o koncentracijah metabolitov ter hranil v gojišču ter posledično o metabolnem 
stanju kulture. Pri kulturah sesalskih celic so merjeni parametri najpogosteje glukoza, 
glutamin, glutamat, amonij ter laktat, dobro pa je imeti tudi podatke o nekaterih ionih, 
predvsem natriju in kaliju, zaradi reševanja morebitnih težav tekom bioprocesa (Pohlscheidt 
in sod., 2013). Poleg naštetih parametrov nam določene naprave omogočajo tudi 
koncentracijo produkta, kot so npr. protitelesa IgG. Določene komercialno dostopne 
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analitske naprave (kot npr. Cedex Bio HT proizvajalca Roche Diagnostics GmbH Germany) 
lahko pomerijo koncentracije vseh naštetih spojin in ionov v relativno kratkem času. V 
bioprocesništvu se le-te običajno meri enkrat dnevno ali v 12-urnih intervalih, zato je 
zaželjena visoka stopnja natančnosti in točnosti (Pohlscheidt in sod., 2013). Stopnja 
natančnosti je deloma odvisna tudi od merjenega parametra; koncentracija glukoze je 
ključnega pomena pri dohranjevanju in mora biti zato natančno pomerjena tudi pri zelo 
nizkih koncentracijah, medtem ko npr. natančna koncentracija kalija ali natrija v večini 
primerov ni nujno potrebna. 
2.2.5 Osmolalnost 
Osmolalnost opisuje število delcev topljenca na kilogram topila. Je zgolj funkcija števila 
delcev in je neodvisna od njihove velikosti, oblike ali naboja. En mol spojine raztopljene v 
enem kilogramu vode zniža ledišče takšne raztopine za 1.86 °C in ima osmolalnost enako 1 
Osm/kg (Dibartola, 2006). Osmolalnost merimo z osmometrijo depresije ledišča. Medij, v 
katerem gojimo CHO celice, je namenoma sestavljen tako, da ima osmolalnost med 260-320 
mOsm/kg, kar je optimalno območje za rast celic, saj posnema osmolalnost seruma, ki znaša 
290 mOsm/kg (Zhu in sod., 2008). Osmotski tlak v tem območju celicam omogoča 
optimalno rast, saj so celice tako v izotoničnem stanju. Višje stopnje osmolalnosti medija 
dokazano negativno vplivajo na rast celic (ta lahko upade tudi do 50 % med 360 in 450 
mOsm/kg) ter pospešujejo hitrost umiranja. Zanimivo je, da povišana osmolalnost lahko 
pripelje do večjega izražanja tarčnega proteina, vendar je končni donos zaradi negativnega 
vpliva na rast slabši (Zhu in sod., 2008). Prav tako lahko ob prenizki osmolalnosti pride do 
različnih zapletov. Zaradi stresa, pod katerim so celice v hipertoničnem ali hipotoničnem 
stanju, lahko pride tudi do več kot 40% povišane produkcije laktata in amonija (Zhu in sod., 
2008). Osmolalnost lahko pogosto povežemo s količino Na+ ionov v mediju. 
2.3 BIOREAKTORJI IN VRSTE SENZORJEV 
2.3.1 Sestava bioreaktorjev za enkratno uporabo 
V bioprocesni industriji se predvsem v razvoju ter raziskavah vse bolj uveljavljajo 
bioreaktorji za enkratno uporabo (ang. single use bioreactor ali s kratico SUB). Gre za 
bioreaktorje, ki so, v nasprotju s klasičnimi bioreaktorji iz stekla ali nerjavečega jekla, 
sestavljeni iz fleksibilnega ali trdnega plastičnega telesa in sterilizirani z gama žarki (Minin 
in Minin, 2011). Ponudniki bioreaktorjev za enkratno uporabo nudijo tudi naročila po meri, 
in sicer za samo sestavo in dimenzije posod ter mešal in priključkov za sonde, cevi za 
prepihovanje itd. Volumni bioreaktorjev za enkratno uporabo segajo od 5 mL pa vse do 
največjih pri 4300 L, omejeni so le z močjo in trajnostjo plastike (Lopes, 2016). Tako so se 
bioreaktorji za enkratno uporabo uveljavili tako v laboratorijski kot tudi na pilotni skali in v 
proizvodnji. Glavne prednosti bioreaktorjev za enkratno uporabo so fleksibilnost (hitro 
prilagajanje po potrebi procesa ali produkta), hitrost implementacije, nižja cena ter nižja 
možnost okužb zaradi eliminacije rizika nepopolnega čiščenja, medtem ko so 
pomanjkljivosti povečanje tehnične zahtevnosti ter kompleksnosti in odvisnost od 
dobavitelja (Lopes, 2016). Tudi pri scale-down raziskavah so se bioreaktorji za enkratno 
uporabo izkazali za primerljive s klasičnimi metodami gojenja, kot so 2L stekleni 
bioreaktorji ter stresalne posode. Sistem ambr™ omogoča gojenje celic v paralelnih 15mL 
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bioreaktorjih za enkratno uporabo. Izkaže se, da so rast, donos, živost celic in druge 
pomembne karakteristike kulture v ambr bioreaktorjih za enkratno uporabo primerljive s 
tistimi v 2L steklenih bioreaktorjih ter boljše kot v stresalnih posodah (Hsu in sod., 2012). 
2.3.2 Vrste senzorjev in merjenje ter nadzorovanje procesnih parametrov 
Z razvojem novih metod v biotehnologiji se povečuje tudi količina podatkov, ki jih lahko 
beležimo med samim procesom. To nam omogoča hitrejšo in boljšo analizo procesnih 
podatkov, kar se zrcali v boljšem, kvalitetnejšem in bolj stabilnem produktu, ki ga je tudi 
količinsko lahko več. Obstaja veliko optimizacij nadzorovanja bioprocesov, ki so ponavadi 
povezani z vpeljavami novih merilnih sond v celične bioprocese. Same sonde prinesejo k 
procesu nove postopke vzorčenja, vzdrževanja ter v nekaterih izrednih primerih celo 
spremembo celotne zasnove procesa. Celične kulture morajo biti tekom procesa gojene v 
strogo nadzorovanem okolju, ki se mora tekom procesa čim manj nenadzorovano 
spreminjati. To nam omogoča lažjo analizo ter optimizacijo procesa, saj lahko različne 
gojitvene spremenljivke, ki nas zanimajo, tako primerjamo med seboj.  
Na bioreaktorje za enkratno uporabo lahko senzorje povežemo na tri različne načine. Prvi 
način je, da uporabimo senzorje za enkratno uporabo in te na bioreaktor priklopimo še pred 
zadnjim avtoklaviranjem celotnega reaktorja. Ta pristop se načeloma uporablja le za cenejše 
senzorje. Drugi, bolj pogosti način, je zunanja instalacija senzorja preko posebnih priklopov, 
ki kreirajo sterilno bariero in morajo biti hkrati prepustni za zaznavanje valovnih dolžin, da 
lahko merimo tarčni fenomen (Busse in sod., 2017). Te sonde imajo tudi prednost, da se jih 
lahko uporabi večkrat in so neinvazivne, slabost pa predstavlja možnost časovnega zamika 
v odčitku signala zaradi bariere. Tretji način je priklop invazivnih sond, ki jih že sterilizirane 
prav tako sterilno priklopimo na samostojno steriliziran bioreaktor. Prednost teh sond je v 
večini primerov zelo natančna meritev z manjšimi časi zamika odčitka signala, negativna 
stran pa omejeno število avtoklavirnih ciklov ter tveganje okužbe zaradi nepravilnega 
priklopa oziroma nepopolne sterilizacije. 
K spremljanju bioprocesa lahko pristopimo s tremi različnimi metodami. Prva je z uporabo 
''off-line'' meritev. Pri tej metodi se vzorec ročno vzame iz bioreaktorja ter po pripravi vzorca 
pomeri na ločenih analitskih napravah. Meritve ''off-line'' imajo po navadi daljši zamik med 
odvzemom in koncem analize. Izjemnega pomena pri tej metodi je pravilen odvzem ter 
obdelava vzorca, saj lahko zelo vpliva na kvaliteto in točnost meritev. ''Off-line'' meritve so 
tako v večini primerov manj natančne, za zanesljivost podatkov pa potrebujemo dobro 
okarakteriziran postopek odvzema, primeren laboratorij ter usposobljeno osebje. 
Drugi način spremljanja procesnih parametrov je preko in situ (''on-line'') ali ''in-line'' metod. 
Tu so senzorji postavljeni direktno v bioreaktor ali v pretočne cevi povezane z enoto. In situ 
spremljanje bioprocesa je hitro merjenje v visokih frekvencah, kar omogoča merjenje v 
realnem času (Pohlscheidt in sod., 2013), kar je največja prednost pred ''off-line'' metodo 
merjenja. Poleg tega je prednost ''on-line'' metode tudi opcija čiščenja in sterilizacije sond v 
zaprtem sistemu, če seveda ne uporabljamo bioreaktorjev za enkratno uporabo. Aseptičnost 
je lahko tako prednost kot slabost te metode. Ognemo se namreč sprotnemu odvzemanju 
vzorcev in kot omenjeno nam je v določenih primerih omogočena sterilizacija in čiščenje 
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sond kar v samem reaktorju, vendar pa pri samem priklopu enote lahko tvegamo okužbo 
zaradi nepravilne oziroma nepopolne sterilizacije sonde. 
Tretji način ''on-line'' merjenja je morda kompromis med in situ ter ''off-line'' meritvami. 
Vzorec je tu periodično avtomatsko odvzet in analiziran. Prednost te metode je preprostost 
sterilizacije, predpriprave vzorcev ni težko doseči, kalibracija senzorjev pa je lahko vgrajena 
v sistem (Pohlscheidt in sod., 2013). Glavna slabost, ki nas lahko odvrne od uporabe te 
metode, je nekonsistentnost signala, saj so točke meritev odvisne od frekvence vzorčenja; 
frekvenca meritev je omejena z vrsto analize. 
Za vsako tehniko merjenja obstaja več kriterijev, ki jih mora meritvena naprava izpolnjevati, 
da se jo lahko komercialno uporablja v bioprocesništvu. V kontekstu procesne analitične 
tehnologije so zaželjene meritve v realnem času z večjimi frekvencami meritev. Seveda je 
to tudi delno odvisno od kulture, ki jo gojimo. Pri živalskih celicah je podvojitveni čas 
približno en dan, medtem ko bakterijske kulture, kot je npr. Escherichia, podvojijo svoje 
število v 20-30 minutah (Pohlscheidt in sod., 2013). To pomeni, da mora biti frekvenca 
merjenja pri teh kulturah veliko večja, saj le tako lahko optimiziramo dohranjevanje in druge 
fizikalne parametre. Pri izbiri sond za meritve v raziskovanju ali razvoju po navadi želimo 
sondo, ki nam bo zagotovila čim večje število podatkov za boljše razumevanje procesa in 
optimizacijo njegove robustnosti in donosa (Pohlscheidt in sod., 2013). Tako je cena na teh 
stopnjah bioprocesništva manj pomembna kot npr. v proizvodnji; pri rutinskih bioprocesih 
so spremenljivke znotraj reaktorja običajno merjene in kontrolirane v vnaprej določenih 
intervalih. Prednost imajo tudi sonde, ki se jih lažje validira in implementira v obstoječi 
procesni protokol. Prav tako je dobro, da so sonde nezahtevne za vzdrževanje in uporabo, 
zagotovo pa je to manj pomembno v razvoju in raziskavah.  
Če gre za invazivno sondo, ki se jo uporablja v sterilnem ali aseptičnem okolju, mora biti 
takšna sonda primerna za standardne sterilizacijske postopke, saj te ne smejo vplivati na 
učinkovitost ali integriteto merjenja senzorja. Avtoklaviranje z vodno paro je najpogostejši 
način sterilizacije v bioprocesništvu. Dve najbolj običajni sterilizaciji s paro sta izvedeni pri 
temperaturah 121 in 132 °C, trajanje pa je odvisno od vrste avtoklava ter avtoklaviranega 
materiala (Rutala in Weber, 2008). Invazivne sonde, ki se trenutno veliko uporabljajo (npr. 
pH, DO, …), zaenkrat ne kažejo problemov z avtoklaviranjem. Lahko se pojavijo manjši 
zamiki zaradi toplotne obdelave, vendar načeloma niso problematični, saj se te sonde v 
večini primerov nastavi za uporabo v enkratnem procesu, da se zagotovi pravilno delovanje 
senzorja. Pomembno je tudi, da se senzor dobro in tesno prilega v priključek na bioreaktorju 
(Pohlscheidt in sod., 2013).  
Dober senzor mora biti zanesljiv skozi daljše časovno obdobje (in daljše operativne čase 
brez premora), pri čemer mora biti tudi dovolj natančen v želenem razponu. Majhna napaka 
med dejansko vrednostjo in izmerjeno vrednostjo je nujno potrebna za ustrezno kontrolo. 
Meritve sonde morajo biti tudi ponovljive (Pohlscheidt in sod., 2013). Pri meritvah je 
pomembna tudi linearnost; merjeni signal v večini primerov proporcionalno korelira s 
koncentracijo komponente.  
Idealen senzor mora biti sposoben identificirati in meriti čim manjše tarčne signale, pri 
čemer mora še zmeraj ločiti med pravim signalom ter šumom ozadja. Občutljivost senzorja 
nam poda informacijo, kako dobro senzor zaznava spremembe v koncentraciji/količini. 
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Občutljivost torej določa tudi najnižjo točko detekcije in prag šuma. Specifičnost meritev 
sonde pa nam pove, kako dobro sonda prepozna negativne primere signalov izmed signalov, 
ki ne sprejemajo kriterijev meritve. Specifičnost je definirana kot število pravilno negativnih 
deljeno s skupnim seštevkom pravilno negativnih in lažno pozitivnih meritev (Pohlscheidt 
in sod., 2013).  Zadnja stvar, ki opredeli dobro sondo, je kratek odzivni čas. Ta je pomemben, 
sploh če je meritev povezana s kontrolnimi ukazi (npr. dodajanje NaOH, CO2, O2, 
dohranjevanja itd.). ''Off-line'' senzorji so zato tu manj zanesljivi, najbolj zanesljivi pa so  
zagotovo ''in-line'' ali ''on-line'', saj so v direktnem stiku s kulturo v bioreaktorju (Pohlscheidt 
in sod., 2013). Zaželen odzivni čas senzorja je ponavadi odvisen od potreb samega 
bioprocesa. 
2.3.2.1 Senzorji za merjenje pH vrednosti 
V bioprocesništvu pH preverjamo tako ''on-line'' kot ''off-line''. Idealno bi želeli imeti 
podatek o pH za vsak trenutek bioprocesa. Pri ''on-line'' metodi potekata merjenje in kontrola 
nad pH vrednostjo v reaktorju preko sonde, transmiterja ter kontrolne enote. Sonda meri 
signal v mV, ki ga transmiter pretvori v primerno vrednost ter pošlje na kontrolno enoto. Ta 
potem glede na vrednost določi primeren odziv in pošlje signal za dodajanje baze ali kisline 
(Evans in Larson, 2006). pH v bioreaktorju se nato temu primerno zviša ali pade in zanka se 
ponovi. Na ''in-line'' meritve vpliva več faktorjev, med drugim sterilizacija sonde, 
enotočkovna kalibracija in ''off-line'' meritve vzorca med samo kultivacijo. Na razlike med 
''on-line'' in ''off-line'' meritvami lahko prav tako vplivajo različni faktorji, kot so zamiki 
(angl. drifti), ''on-line'' sonde, ravnanje z vzorci ter sam instrument uporabljen za merjenje 
pH ''off-line'' (Evans in Larson, 2006). ''Off-line'' meritve se uporablja kot preverjanje ''on-
line'' meritev ter po potrebi sprotno rekalibracijo sond, ko je bioproces že v teku. Pokazalo 
se je tudi, da ima kontroliranje pH celo do ±0.20 pH enot lahko vpliv na metabolizem in 
produktivnost kulture, kar je lahko zaskrbljujoče, če pH kontrolni sistem ne more vzdrževati 
razlike med ''on-line'' in ''off-line'' merjenji manjše od 0.20 pH enot (Evans in Larson, 2006). 
2.3.2.2 Senzorji za merjenje količine raztopljenega kisika 
Količino raztopljenega kisika (v nadaljevanju z okrajšavo DO, angl. dissolved oxygen) v 
gojišču merimo in situ z ''in-line'' senzorji, ki so lahko polarografski ali optični. Slednji so 
načeloma bolj natančni, imajo boljšo stabilnost, nižje zamike (angl. ''drifte'') in ker se med 
meritvijo kisik ne porablja, je signal tu neodvisen od hitrosti toka (Linek in sod., 2009). 
Pomanjkljivosti optičnih DO senzorjev so le cena, višja poraba energije ter predvsem 
počasnejši odzivni čas meritev. Količino raztopljenega kisika izražamo v procentu 
nasičenosti, kjer je 100 % maksimalna nasičenost. Glede na meritve po potrebi spreminjamo 
mešanico plina za prepihovanje gojišča. 
2.3.2.3 Senzorji za merjenje temperature 
Merjenje temperature je morda od vseh meritev najmanj zahtevno. Obenem je temperatura 
gojišča eden izmed lažje kontroliranih parametrov bioprocesa. Temperaturne ''in-line'' sonde 
so elektronski termometri, ki se odzivajo na spremembo v električni upornosti; ko se kovina 
segreje, atomi vibrirajo in elektrika zato težje potuje po njej. Temperaturna sonda torej pošlje 
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signal o uporu na transmiter, signal se tam pretvori v temperaturo in kontrolna enota 
odreagira na signal s primernim gretjem bioreaktorja, najpogosteje preko grelnih plaščev. 
2.3.2.4 Merjenje celične gostote 
Zagotovo najpomembnejši podatek, ki ga želimo neprestano imeti tekom procesa, je 
koncentracija živih celic (angl. viable cell density, s kratico VCD) v bioreaktorju. 
Koncentracijo živih celic izrazimo kot število živih celic na mililiter gojišča. Tarčna 
koncentracija je povsem odvisna od procesa in stopnje rasti, v kateri celice so. V 
bioprocesništvu na laboratorijski skali običajno merimo koncentracijo živih celic od 
nacepitve dalje dnevno z ''off-line'' meritvami na za to posebej narejenih analitskih napravah. 
Večinoma nam takšne ''off-line'' meritve lahko podajo ključne informacije o trenutni 
koncentraciji celic, koncentraciji živih celic (ter posledično viabilnosti), velikosti in 
morfologiji celic itd.  
Zaradi hitrega razvoja CCD kamer je bilo v zadnjih letih razvitih več ''off-line'' in tudi ''in-
line'' postopkov merjenja. Tovrstni sistemi posnamejo slike vzorca ter jih analizirajo z 
algoritmi za analizo slik. Primer takšne naprave je Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer 
proizvajalca Beckman Coulter. Takšne naprave omogočajo direktno določanje spremenljivk, 
kot so celična koncentracija, viabilnost in velikost (Höpfner in sod., 2009). Naprava celice 
obarva s tripan modrim barvilom ter jih projicira skozi pretočno celico, kjer zajame izbrano 
količino slik (več slik pomeni večji nabor podatkov in natančnejšo meritev). Ker se celicam 
ob smrti poruši selektivna permeabilnost celične membrane, se te obarvajo modro. Aparat 
tako lahko poleg števila celic določi tudi procent živih celic. Dobra plat takšne analize je 
tudi možnost večkratne rekalibracije naprave, vendar teh po navadi ne izvajamo, če želimo 
biomaso spremljati zvezno zaradi lažje validacije podatkov. Pomanjkljivost takšnih analiz 
pa je to, da so izvedljive le ''off-line''. Zahtevajo ročni odvzem vzorca, kar predstavlja ne le 
dodatna tveganja za kontaminacijo ter dodatno delo, pač pa vzbuja dvom o reprezentativnosti 
vzorca, saj kvaliteta vzorca in njegovega odvzema lahko močno vplivata tudi na rezultat 
meritve. Ker je vzorec odvzet in šele pozneje analiziran, se tekom postopka ustvari časovni 
zamik, ki ni vedno ponovljiv in rezultati meritve morda ne predstavljajo dejanskega stanja 
kulture (Höpfner in sod., 2009). Posledica je tudi težja avtomatizacija kontroliranja procesa. 
Pojavlja vse večja potreba po senzorjih, ki omogočajo merjenje v realnem času brez ''off-
line'' vzorčenja in bi odpravili omenjene pomanjkljivosti.  
Obstaja več načinov in situ ''on-line'' spremljanja koncentracije živih celic v bioreaktorju, v 
zadnjih letih pa se vse bolj uveljavljata metoda merjenja NIR absorbance in dielektrična 
spektroskopija. Metoda NIR absorbance naj bi sicer bila za in situ ''on-line'' opazovanje rasti 
celic bolje razvita kot dielektrična spektroskopija, a se v določenih primerih izkaže kot 
praktično neuporabna, ko imamo opravka z motnim medijem ali pri procesih, ki uporabljajo 
adsorbente ali matrice, na katerih celice rastejo (Kiviharju in sod., 2007). Dielektrična 
spektroskopija se je v preteklosti že izkazala kot primerna metoda spremljanja celične rasti 
ter dobro orodje za napovedovanje trenda rasti, stacionarne faze in drugih časovno odvisnih 
dogodkov (Fehrenbach in sod., 1992). Sonde, ki smo jih testirali na laboratorijski skali, 
delujejo ravno po principu dielektrične spektroskopije. Ta temelji na merjenju dielektričnih 
lastnosti bioloških enot v prevodnem (konduktivnem) mediju. 
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Število oziroma odstotek mrtvih celic v kulturi je težko določati že zaradi zapletov pri 
definiciji ''mrtvih'' celic, saj se ta med panogami razlikuje. Žive celice naj bi bile polno 
sposobne živeti, se razvijati in reproducirati v optimalnih pogojih. Vprašanje, ali se mrtve 
celice definira kot tiste, ki ne zmorejo opravljati eno ali vseh omenjenih funkcij, je tako stvar 
debate. Poleg tega različne metode določajo žive in mrtve celice na drugačne načine in nam 
ponujajo drugačne odgovore (Patel in Markx, 2008). V našem konkretnem primeru smo 
uporabili ''off-line'' meritveno napravo Vi-Cell, ki živost določa z barvili in testirali 
alternativno ''on-line'' metodo z merjenjem kapacitivnosti. Različna barvila, kot so tripan 
modra in metilen delujejo samo, če imajo umrle celice poškodovano membrano, medtem ko 
se dielektrična spektroskopija odzove le na spremembe v dielektrični značilnosti celice, ki 
nastopijo, kadar je celica pod stresom, pa tudi že v začetnih fazah umiranja. Izmerjena 
kapacitivnost se spremeni, če se membrana poškoduje, a ni nujno, da smrt celice vodi v 
spremembe v permeabilnosti celične membrane (Patel in Markx, 2008). Velikokrat so 
povzročitelji sprememb izčrpanost gojišča, kopičenje stranskih produktov, kot so laktat in 
amonijevi ioni in ostanki različnih aminokislin. Različni povzročitelji celične smrti lahko 
tako različno vplivajo na izmerjeno kapacitivnost.  
Veliko raziskovalcev, med drugim tudi Patel in Markx, v svojih raziskavah kapacitivnosti ni 
upoštevalo velikosti celic ali možnosti, da membrane postanejo permeabilne. Slednja 
omenjata, da so različne raziskovalne ekipe prišle do različnih ugotovitev glede spremembe 
v kapacitivnosti membrane ob smrti celice; nekateri so opažali povečanje v kapacitivnosti, 
spet drugi pa upade (Patel in Markx, 2008). Rezultati določenih raziskav so pokazali, da 
lahko tudi mrtve celice občutno prispevajo k skupni kapacitivnosti kulture, pri čemer so 
rezultati meritev odvisni od načina smrti celice. Dielektrična spektroskopija se tako lahko 
uporablja tudi kot metoda za določanje živosti celic, vendar je stvar dokaj zapletena in 
moramo rezultate interpretirati skrajno previdno, saj je odziv v meritvah v veliki meri 
odvisen od načina njihove smrti (Patel in sod., 2008). Okoli 80 % vseh celičnih smrti pri 
bioprocesih s sesalsko kulturo je kontroliran in programiran način smrti, ki mu pravimo 
apoptoza. Gre za serijo močno reguliranih celičnih operacij, ki ultimativno vodijo v celično 
smrt, pogojene pa so z notranjimi ali zunanjimi signali (Grilo in Mantalaris, 2019). V večini 
primerov gre za pomanjkanje kisika, hranil, neustrezno temperaturo, pH ali osmolalnost in 
napačno zvijanje proteinov (Grilo in Mantalaris, 2019).  
2.4 DIELEKTRIČNA SPEKTROSKOPIJA 
Pri dielektrični spektroskopiji gre za merjenje in analizo električne kapacitivnosti in 
prevodnosti preko določenega razpona frekvenc. Med dvema elektrodama se ustvari 
električno polje, v katerem se nahaja naš vzorec. S spreminjanjem električnega polja in 
razmerja med električno napetostjo in tokom lahko dobimo informacije o vzorcu. Analizirani 
sistem torej obdelujemo z izmenjujočim električnim poljem, lahko pri različnih frekvencah 
(enoto frekvenc merimo v [Hz]). Ta sistem je lahko večji, večcelični organizem kot npr. 
človek (zato se dielektrično spektroskopijo uporablja tudi v medicini), ali pa kot v našem 
primeru živa celična suspenzija. Pri frekvenci prave velikosti lahko nekatere komponente v 
mediju oz. sistemu shranijo nekaj energije kot začasno ločen naboj (polarizacijo). Ker je 
električno polje periodično izmenjujoče, se ustvari določen zamik pri odzivu sistema, ki ga 
lahko zaznamo. Izmenjujoče električno polje lahko sproži v vzorcih polarizacijo, orientacijo 
ali premik električno nabitih delcev, ki segajo od ionov in molekul, pa vse do celotnih celic. 
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Odziv je v veliki meri odvisen od moči ter frekvence izmeničnega električnega polja (Justice 
in sod., 2011). Merjenje koncentracije živih celic ima pri dielektrični spektroskopiji prednost 
neobčutljivosti na neživo ozadje/medij ter širše območje meritve. Napake v meritvah 
biomase se lahko pojavijo predvsem zaradi polarizacije elektrode. To se lahko rešuje s 
čistilnimi cikli, kjer se z 10V pulzi na elektrodi tvorijo mehurčki, ki odstranijo oprijeti 
material iz površine sonde. Napake se lahko pojavijo tudi zaradi alfadisperzije (motnja v 
frekvenci) ter zamikov bazne linije, pogosto je to posledica sprememb v temperaturi 
(Yardley in sod., 2000). 
Frekvenca merjenja ne sme biti previsoka, saj sistem v tem primeru nima časa za odziv 
nanjo, niti ne sme biti prenizka, saj so tam spremembe v koraku s spremembami zunanje 
polarnosti električnega polja. V obeh primerih zato ne dobimo uporabnih signalov. V rangu 
med 0.1 in 10 MHz lahko tej metodi merjenja rečemo tudi RFI (okrajšava za radio frequency 
impedance spectroscopy). Neprevodne površine, kot so nepoškodovane celične membrane, 
tu delujejo kot kondenzatorji, saj lipidni dvosloj ne prevaja električnega toka in se zato na 
njem tvori naboj. Tako lahko dobimo informacije o lastnostih membrane ter celične vsebine 
in med drugim določimo kapacitivnost (Cmem) ter konduktivnost oziroma prevodnost (Gmem) 
celične membrane (Justice in sod., 2011). 
Električna prevodnost (v nadaljevanju konduktivnost) membrane nam poda podatek o 
permeabilnosti membrane. Merimo jo v mili-Siemensih [mS]. Opisuje sposobnost 
prevajanja elektronov in sposobnosti tvorjenja toplote iz električne energije. Odvisna je od 
koncentracije ionov v materialu, njihove mobilnosti in valenčnosti (Yardley in sod., 2000). 
Kapacitivnost nam pove velikost naboja, ki se lahko tvori na membrani v izmeničnem 
električnem polju, merimo pa jo v piko-Faradih [pF]. Kapacitivnosti celic z neokrnjeno 
membrano so veliko višje od tistih s poškodovano, zato jasne signale kapacitivnosti dobimo 
izključno le od živih celic (Justice in sod., 2011). Več kot je v vzorcu neokrnjenih membran 
oziroma živih celic, višja bo torej izmerjena kapacitivnost. 
Slika 3 prikazuje kapacitivnosti celic kot funkcijo logaritma frekvence izmeničnega 
električnega polja. Fenomenu, ko se kapacitivnost poveča ob prehodu iz visokih v nizke 
frekvence, pravimo ß-disperzija. Če je frekvenca izmeničnega električnega polja nizka, se 
to pokaže kot visoka kapacitivnost. fc označuje kritično frekvenco, enačba za določitev fc je 
Cm + (ΔC/2). Pri frekvencah, ki so višje od fc, je polarizacije manj in zato opažamo le 
kapacitivnost ozadja (medija, odmrlih celic itd.). V izmeničnem električnem polju lahko tako 
dobimo podatek o kapacitivnosti, ki je odvisna od velikosti in tipa celic ter tudi od 
koncentracije živih celic. Odvisnosti kapacitivnosti od celične velikosti se lahko znebimo, 
če jo merimo pri frekvenci, ki je blizu povprečni fc (Justice in sod., 2011). V celični kulturi 
se lahko tvorijo agregati adherentnih celic, ki znižajo izmerjeno kapacitivnost (Ehret in sod., 
1998). 
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Slika 3: Signali kapacitivnosti različnih celičnih gostot v odvisnosti od frekvence izmenjajočega električnega 
polja. ΔC označuje spremembo kapacitivnost, fc kritično kapacitivnost, Cm pa kapacitivnost medija (Justice 
in sod., 2011). 
2.4.1  Matematično ozadje dielektrične spektroskopije 
Kapacitivnost in konduktivnost sta poleg lastnosti opazovanega sistema odvisni tudi od 
geometrije in velikosti elektrod ter same interakcije med kulturo ter elektrodo. Tako sta obe 
funkciji paralelnih površin elektrod (A) in razdalje med njima (d). Relativna permitivnost ε’ 
in relativna konduktivnost σ’ opisujeta odnos, neodvisen od elektrod po naslednjih enačbah: 
 σ’ = G × (d/A)                   ... (1) 
 ε’ = C × (d/Aε0)                           ... (2) 
Razmerju (d/A) pravimo tudi konstanta elektrode/celice (K), njena enota je cm-1. Konstanta 
ε0 označuje permitivnost vakuma (ε0 = 8.854 pF/m = 8.854 × 10-14 F/cm). ε’ je posledično 
izražen brez enot. σ’ izražamo v mS/cm. Ker ostane K tekom meritev vedno enaka, lahko v 
namen ocene biomase izmerjene C in G primerjamo z dejanskima vrednostma σ’ in ε’. 
Električna kapacitivnost lipidne membrane je načeloma med 1 in 2 μF/cm2, odvisno od tipa 
celice. Ko se zniža frekvenca merjenja, se na membrani nabere večji naboj. Ker so tokovni 
prenašalci v citoplazmi in izven celice ionski in morajo doseči membrano, preden jo lahko 
nabijejo, pravimo času, ki je za to potreben, časovna konstanta (τ). Ta je odvisna (glej enačbo 
3) od notranje citoplazemske konduktivnosti (σ’i), zunanje konduktivnosti (σ’o), radija 
celice r, ter magnitude specifične kapacitivnosti membrane na enoto površine (Cp). 
 τ = r × Cp (1/σ’i + 1/σ’o)                  ... (3) 
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Graf na sliki 1 prikazuje permitivnost (oziroma kapacitivnost) v odvisnosti od frekvence. 
Krivulje so v obliki sigmoid, kjer ena, od frekvence močno odvisna regija, ločuje drugi dve 
ustaljeni regiji. Meritve ε’ ali C v (ali blizu) ustaljeni regiji nižje frekvence tako omogočajo 
oceno prisotne biomase. ß-disperzija na svoji polovici določa kritično frekvenco fc, ki jo 
lahko določimo s formulo: 
 fc = 1/2πτ                    ... (4) 
Tipična vrednost fc pri veliki večini fermentacij za ß-disperzijo je približno 1 MHz. Ker 
relativna celična koncentracija načeloma ni odvisna od fiziološkega stanja celic, lahko 
biomaso definiramo kot biovolumen. Zanima nas frakcija volumna suspenzije, ki je ujeta v 
citoplazemsko membrano celice. Označimo jo z simbolom P in je brez dimenzij, saj 
predstavlja volumen ujet v celicah na mililiter celične suspenzije. Lahko torej predpostavimo 
enačbo: 
 ε’L = ε’m + 9PrCm/4ε0                   ... (5) 
Enačba 5 nam pove, da sta ε’L in P linearna. Pri danih pogojih so ε’m , Cm in r  konstantni, 
Cm pa kot ozadje medija lahko odštejemo. Posledično je ε’L (in s tem kapacitivnost C) 
direktno proporcionalna P vrednosti. Potrebne so določene elektronske korekcije, da se 
linearnost ohranja za vse vrednosti P. Faktor 9/4 v teoriji velja le za perfektne sferične celice, 
če so oblike načeloma drugačne, ga je potrebno spremeniti. Pomembna informacija je tudi 
to, da radij r opisuje volumen, ki je ujet znotraj celične membrane in je v realnosti 1.1 do 
1.5-krat manjši od tistega, ki ga izmerimo z mikroskopom ali drugo analitično napravo. 
Opisano matematično ozadje je povzeto po priročniku ‘’Futura System User Manual’’ in 
zanj jamči podjetje ABER Instruments Ltd. Futura sistem torej meri ter izračuna 
kapacitivnost po zgoraj opisanem principu. Proizvajalec trdi, da Futura sistem lahko 
(citirano): 
• ‘’Izmeri C pri izbranih frekvencah v razponu med 0.05 in 20 MHz’’ 
• ‘’Izvede korekcijo ozadja meritev pred inokulacijo ali med samo fermentacijo’’ 
• ‘’Prikaže podatke v enotah, kot so mg/mL, ki jih definira uporabnik po kalibraciji 
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3  MATERIAL IN METODE    
Da bi dognali, ali je metoda spremljanja žive celične gostote preko merjenja kapacitivnosti 
primerna za uporabo v razvojnem laboratoriju, smo se odločili poskus izvesti v dveh delih z 
različnimi celicami. Izvedli smo dvanajst bioprocesov. Vsi izvedeni bioprocesi z 
dohranjevanjem v bioreaktorjih za enkratno uporabo so od nacepitve do žetve trajali 12 dni 
(v nadaljevanju je vsak dan označen z dodano kratico D0 do D12), z dvema dodatnima 
dnevoma pred nacepitvijo (D-2 in D-1), ki sta bila namenjena vzpostavitvi optimalnih 
pogojev medija. Prvih šest bioreaktorjev je bilo nacepljenih s celično linijo A, ostalih šest 
pa s celično linijo B (obe celični liniji sta CHO celični liniji).  Procese smo poimenovali s 
kraticami ABER_01 do ABER_12. V nadaljevanju bomo na kratko opisali postavitev 
bioreaktorjev ter protokol, po katerem smo se ravnali pri prvem in drugem poskusu. Prvih 
šest procesov smo zasnovali tako, da smo lahko opazovali merjenje kapacitance pri različnih 
pH vrednostih ter temperaturah. Pri prvih dveh reaktorjih smo povečali tudi hitrost mešanja 
(delno, ker nas je zanima vpliv, delno zaradi optimalnih nastavitev parametrov samega 
procesa). Predvsem je bilo pomembno, da so vsi procesi pri tej celični liniji imeli do 
temperaturnega (in pH) premika enake procesne nastavitve. To smo v nadaljevanju 
izkoristili za podrobnejšo analizo primernosti metode za avtomatizacijo premikov. Po 
uspešnem zaključku procesov s celično linijo A, smo procese s celično linijo B zasnovali 
tako, da so se med seboj razlikovali v velikosti temperaturnega premika, pa tudi v začetnih 
nastavitvah. Cilj poskusa pri tej celični liniji je bil dognati, ali smer in velikost premika lahko 
vplivata na meritve kapacitivnosti ter ali te kljub temu še vedno korelirajo z ''off-line'' 
meritvami števila živih celic. Želeli smo torej dobiti čim večji spekter podatkov, da bi lahko 
ovrednotili vpliv procesnih parametrov na meritve. 
Ker sta gojeni celični liniji po protokolu zahtevali različne procesne parametre, gojišče ter 
dohranjevanje, ju v določenih aspektih med seboj ne moremo primerjati.  Procesi so bili 
zasnovani tako, da omogočajo optimalno rast specifični celični liniji. Zanimale nas torej niso 
razlike med obema paralelkama procesov, pač pa, ali bomo pri obeh paralelkah celičnih 
linijah prišli do enakih zaključkov o merjenju kapacitivnosti. To bi namreč potrdilo našo 
hipotezo o neodvisnosti pravilnih meritev ABER sond od gojene kulture. Glavna razlika med 
poskusoma je v nacepljeni celični liniji ter v namen samega poskusa specifično določenih 
procesnih nastavitvah; temperaturi in pH vrednosti pred in po premiku. Testne ABER sonde 
(ABER Instruments Ltd.) so merile kapacitivnost od nacepitve do konca procesa. Celično 
rast in viabilnost smo dnevno preverjali tudi z Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer 
proizvajalca Beckman Coulter (v nadaljevanju z okrajšavo Vi-Cell). Vi-Cell naj bi v teoriji 
imel dovoljeno napako meritve ±10 %. Da bi se prepričali o tem, da man Vi-Cell ponuja 
natančne in točne meritve, smo poleg glavnega eksperimenta izvedli še manjši test dveh Vi-
Cell naprav, ki smo ju dnevno uporabljali za ''off-line'' meritve koncentracije živih celic. Na 
dan D7 smo pri procesih ABER_07, ABER_08 in ABER_09 izvedli dodatne ''off-line'' 
meritve na dveh analitskih napravah. Vsak vzorec smo na posamezni napravi pomerili 
petkrat. Pridobljene podatke smo uporabili za oceno natančnosti in zanesljivosti ''off-line'' 
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3.1 SESTAVA BIOREAKTORJEV TER DOHRANJEVANJE 
Vsi bioprocesi so bili izpeljani v bioreaktorjih za enkratno uporabo (proizvajalca Eppendorf) 
s skupno prostornino 5 L, pri čemer je bil tarčni delovni volumen 3 L. Notranji premer 
posode je bil 16 cm, njena višina pa 24 cm. Bioreaktor je za mešanje uporabljal eno samo 
magnetno mešalo s premerom 10 cm in višino 7 cm, nahajalo se je približno 6.5 cm nad 
dnom posode. Cevka za prepihovanje s plini (angl. sparger) se je nahajala pod mešalom, 1 
cm od dna posode. Na vseh bioreaktorjih so bili priklopi enaki. Grelni plašči so bili oviti 
okoli posode. Regulirani so bili preko ''in-line'' temperaturne sonde. Prepihovanje preko 
spargerja je bilo regulirano z ''in-line'' DO sondo, na vhodu v bioreaktor je bil na priklopu 
0.2 μm filter. pH sonda je regulirala dodajanje 1 M NaOH (višanje pH) preko ločene cevi, 
priklopljene na avtomatsko črpalko (dodani volumen se je beležil), ali dodatno prepihovanje 
s CO2 (nižanje pH) preko spargerja. Vsak bioreaktor je imel tudi silikonsko cevko za 
vzorčenje ter oddušni 0.2 μm filter, ki je bil zavit v folijo in prav tako ločeno segrevan za 
preprečevanje nastajanja kondenza. Poleg naštetega je imel vsak bioreaktor priklop za 
nacepitev, priklop za dohranjevanje (angl. feeding) ter priklop za dodajanje protipenilnega 
sredstva. V dodatno mesto za priklop smo sterilno priklopili sterilizirano ''on-line'' ABER 
sondo. 
Uporabljeno gojišče za obe celični liniji, katerega natančnejšo sestavo bomo zaradi narave 
industrijskega procesa iz tega dela izpustili (enako velja za raztopine, uporabljene pri  
dohranjevanju), je bilo v osnovi enako, z določenimi razlikami v koncentracijah hranil glede 
na specifične potrebe gojene celične linije. Vse komponente v sestavi gojišča so bile brez 
živalskih ostankov ter natančno kemično definirane. Celotno gojišče za posamezno celično 
linijo je bilo pripravljeno skupaj, po natančno določenem receptu in sterilno prefiltrirano na 
približno 3.3 L (volumen, potreben za izvedbo enega procesa), v sterilne vreče za gojišče. V 
osnovi je gojišče vsebovalo ključne molekule za energijo celic, kot je glukoza, ter vse 
esencialne in neesencialne aminokisline za rast celic in sintezo tarčne molekule IgG (npr. 
histidin ter glutamin). Pri celični liniji A smo v bioreaktor po potrebi dovajali dve različni 
hranili (v nadaljevanju označena z okrajšavama FEED 1 in FEED 2), pri celični liniji B pa 
poleg enakih dveh še dodatno tretje (v nadaljevanju z okrajšavo FEED 3). Podobno kot pri 
gojišču je bilo celotno hranilo iste vrste za isto celično linijo pripravljeno skupaj ter 
prefiltrirano v sterilne vrečke. Dohranjevanje je potekalo glede na potrebo celic, delno pa po 
vnaprej določenem protokolu (uveljavljeno glede na raziskave, ugotovitve in izkušnje 
laboratorija).  
Z okrajšavo FEED 1 smo označili hranilo, ki vsebuje visoke koncentracije glutamina. 
Koncentracijo glutamina v procesni brozgi smo dnevno preverjali z off-line meritvami na 
analitični napravi Cedex Bio HT proizvajalca Roche Diagnostics GmbH Germany. Celicam 
smo FEED 1 v gojišče dodajali po naslednjem izračunu: 
𝑉(𝐹𝐸𝐸𝐷 1) = (




) × % 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐. 𝐹𝐸𝐸𝐷 1       ... (6) 
 
V (FEED 1) = količina FEED 1, ki jo moramo dodati (mL) 
C (tarčna konc. glutamina) = 3.00 (mmol/L) pri procesih s celično linijo B ali odvisno od dneva (g/L) pri procesih s celično linijo A 
C (konc. glutamina v kulturi) = koncentracija glutamina v brozgi, pridobljena z off-line analizo (mmol/L) 
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V (kultura) = količina kulture v bioreaktorju, privzeto na 3L (mL) 
200.5 mmol/L = koncentracija glutamina v hranilu 
% tarčna konc. FEED 1 = odvisno od procesnega protokola 
Ko je bila koncentracija glutamina v brozgi ob dnevni meritvi nižja od tarčne, smo jo z 
dohranjevanjem pri celični liniji B dvignili na tarčno koncentracijo 3.00 mmol/L. Po 
dohranjevanju smo koncentracijo ponovno preverili z off-line meritvijo na napravi Cedex 
Bio HT. Če je izmerjena koncentracija še vedno odstopala za ± 0.5 mmol/L, smo 
dohranjevanje po ponovnem izračunu dopolnili. Pri celični liniji A smo uporabili enak 
postopek, le da smo tu imeli po protokolu natančno določene tarčne koncentracije glutamina 
po dnevih: D4: 6 g/L, D5: 8 g/L, D6: 10 g/L, D7: 12 g/L, D8/9: 15 g/L, D10/12/14: 16 g/L. 
Z okrajšavo FEED 3 smo označili hranilo, ki vsebuje visoke koncentracije glukoze. FEED 
3 je bilo hranilo, ki smo ga dohranjevali le pri procesih s celično linijo B. Koncentracijo 
glukoze smo tako kot pri glutaminu dnevno preverjali z off-line meritvami na analitični 
napravi Cedex Bio HT. Celicam smo FEED 3 v gojišče dodajali po naslednjem izračunu: 
𝑉(𝐹𝐸𝐸𝐷 3) = (




) × % 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐. 𝐹𝐸𝐸𝐷 3             ... (7) 
 
V (FEED 3) = količina FEED 3, ki jo moramo dodati (mL) 
C (tarčna konc. glukoze) = 4.0 (g/L) 
C (konc. glukoze v kulturi) = koncentracija glukoze v brozgi, pridobljena z off-line analizo (g/L) 
V (kultura) = količina kulture v bioreaktorju, privzeto na 3L (mL) 
500 g/L = koncentracija glukoze v hranilu 
% tarčna konc. FEED 3 = odvisno od procesnega protokola 
Tarčna koncentracija glukoze v gojišču je bila 4.0 g/L, z dovoljenim odstopanjem ± 0.5 g/L. 
Po ponovni meritvi koncentracije smo ob nezadostnem dohranjevanju ponovno izvedli 
izračun in dohranjevanje dopolnili do tarčne koncentracije. 
Okrajšava FEED 2 označuje hranilo, ki vsebuje visoke koncentracije aminokislin tirozina in 
cisteina. Predhodni poskusi v laboratoriju so pokazali, da je to hranilo za celično linijo A 
najbolje v brozgo dovajati v fiksnih volumnih (1 % delovnega volumna, torej 30 mL) na 
dneve 4, 6, 8, 10, 12 in 14. Pri celični liniji B je dodani volumen manjši (0.4 % delovnega 
volumna, torej 12 mL) ter dodan le na dneve 5, 7 in 8. Pri dohranjevanju z FEED 2 smo se 
držali tega protokola. 
Pri vseh procesih smo uporabljali enako protipenilno sredstvo, ki smo ga dodajali v majhnih 
količinah (0.5-1 mL dnevno) po potrebi posameznega bioprocesa. Kjer je bilo potrebno, smo 
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3.2 PROCESNE NASTAVITVE TER PREMIKI 
Pri vseh procesih smo regulirali enake parametre. Nastavitve so se razlikovale glede na 
celično linijo ter med posameznimi procesi iste linije za potrebe poskusa. Temperaturne 
sonde smo kalibrirali na začetku procesa, tekom poskusov off-line meritev ter rekalibracij 
temperature nismo izvajali, saj se je to izkazalo za nepotrebno (temperaturne sonde so 
najbolj robustne od vseh uporabljenih sond). Grelni plašči so bili oviti okoli biorekatorjev in 
prižgani že na dan D-2, da smo medij primerno segreli za inokulacijo. Morda je zanimivo 
omeniti dejstvo, da ABER sonde prav tako prikazujejo referenčno temperaturo, ki pa je za 
približno eno stopinjo nižja od dejanske. Pri vodenju procesa smo se zato držali le podatkov, 
ki smo jih dobili od temperaturne sonde. 
Za nadzor nad pH vrednostjo v bioreaktorjih smo uporabljali optične pH sonde, katere smo 
prav tako kalibrirali pred začetkom procesov. Tudi te sonde so monitorirale proces že od 
dneva D-2 dalje. Na dan D-1 smo izvedli prvo ''off-line'' pH meritev na analitični napravi 
pHOx ter po potrebi izvedli rekalibracijo. Dodatno meritev smo izvedli tudi takoj po 
nacepitvi. Izbrani kriterij maksimalnega dovoljenega odstopanja med meritvijo sonde in off-
line meritvijo je bil tako na začetku kot tekom celotnega procesa ± 0.03. Če smo z dnevno 
''off-line'' meritvijo zaznali odstop pH vrednosti, večji od dovoljene, smo sonde rekalibrirali 
na tarčno vrednost. pH vrednost je kontrolna enota na začetku nadzirala le z dodajanjem 
CO2 v mešanico plina, črpalke za NaOH smo prižgali šele po nacepitvi. 
Takoj po postavitvi bioreaktorja smo medij začeli prepihovati z mešanico O2 in CO2 (90 % 
in 10 %). Na dan D-1 smo izvedli rekalibracijo DO sonde pri danih pogojih. Prepihovanje 
med procesom je bilo pri vseh procesih s celično linijo B nastavljeno tako, da smo gojišče 
na začetku prepihovali samo z zrakom s pretokom 0.02 L/min. Ko se je v reaktorju pojavila 
večja potreba celic po kisiku, je kontrolna enota v mešanico začela dodajati čisti O2. Končni 
tok čistega O2 v bioreaktor je imel pretok 0.1 L/min. Pri celični liniji A smo procese po enaki 
začetni kalibraciji prav tako prepihovali s tokom 0.02 L/min. Tu je bila mešanica plinov 
sestavljena iz CO2 ter O2. Količino kisika smo tekom procesa povečevali, dokler v mešanici 
ni bilo več CO2. Končni pretok O2 smo po potrebi povečali, odvisno od same potrebe celic. 
Glede na meritve DO sonde je kontrolna enota tekom procesa po potrebi spreminjala 
mešanico dodanega plina, da je bila nasičenost brozge s kisikom konstantna. 
Temperaturni in pH premiki so bili planirani pri tarčni koncentraciji živih celic, odvisno od 
posameznega procesa (glej tabelo 1). Glede na izkušnje naj bi se pri vseh procesih premiki 
zgodili približno 72 do 96 ur po inokulaciji. Pri izračunu časovne točke premika smo se 
ravnali po metodi, ki se kot standard uporablja v razvojnem laboratoriju. To je izračun 
predvidenega teoretičnega časa premika glede na dnevne ''off-line'' meritve Vi-Cell. Izračune 
smo izvedli po formuli 8. 







 × (𝑡(𝑡) − 𝑡(𝑡 − 1) + 𝑡(𝑡)                                   ... (8) 
 
T (premik) = časovna točka, ko izvedemo premik 
VCD (X) = koncentracija živih celic, pri kateri želimo izvesti premik 
VCD (konc. v kulturi (t)) = koncentracija živih celic glede na dnevno meritev 
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VCD (konc. v kulturi (t-1)) = koncentracija živih celic glede na meritev prejšnjega dne 
t(t) = čas dnevne meritve 
t(t-1) = čas dnevne meritve prejšnjega dne 
Ko smo izvedli premike, smo lahko na osnovi prejšnjih meritev izvedli projekcijo in v 
določenih časovnih točkah izračunali teoretično gostoto živih celic po formuli 9. 
𝑉𝐶𝐷 (𝑝𝑟𝑜𝑗𝑒𝑘𝑐𝑖𝑗𝑎) = 𝑉𝐶𝐷 (𝑘𝑜𝑛𝑐. 𝑣 𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑖 (𝑡 − 1)) × 𝐸𝑋𝑃((𝑡1(𝑑𝑒𝑗𝑎𝑛𝑠𝑘𝑖) − 𝑡(𝑡 − 1)) ×  
ln
𝑉𝐶𝐷 (𝑘𝑜𝑛𝑐.𝑣 𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑖 (𝑡))
𝑉𝐶𝐷 (𝑘𝑜𝑛𝑐.𝑣 𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑖(𝑡−1))
𝑡(𝑡)−𝑡(𝑡−1)
 )   
        ... (9)  
VCD (projekcija) = projicirana koncentracija živih celic po premiku 
t1(dejanski) = dejanski, trenutni čas 
t(t-1) = čas dnevne meritve prejšnjega dne 
t(t) = čas dnevne meritve 
VCD (konc.v kulturi (t)) = koncentracija živih celic glede na dnevno meritev 
VCD (konc.v kulturi (t-1)) = koncentracija živih celic glede na meritev prejšnjega dne 
Procesne nastavitve vseh izvedenih bioprocesov so prikazane v preglednici 1. Zanimalo nas 
je, kako različni premiki v temperaturi in pH vplivajo na meritve ABER sond. Pri procesih 
s celično linijo A smo pri prvih dveh naredili večji premik v hitrosti mešanja (iz 180 rpm na 
220 rpm), da bi izključili možnost, da hitrost mešanja kakorkoli vpliva na natančnost 
meritev. Delno je razlog bil tudi, da smo na teh dveh procesnih enotah imeli problem z 
odstopanjem v raztopljenem kisiku in hitrejše mešanje je po našem mnenju predstavljalo 
začasno rešitev problema. Ostalih deset procesov je imelo med paralelkami celičnih linij 
enak premik v hitrosti mešanja. 
Pri celični liniji A smo temperaturne in pH premike zasnovali tako, da smo šest procesov 
razdelili v tri paralelke z identičnimi premiki. Prva dva procesa, ABER_01 in ABER_02, sta 
imela zgolj temperaturni premik navzdol. Pri drugih dveh procesih, ABER_03 in ABER_04, 
je bil temperaturni premik navzdol večji za 1 °C. ABER_05 in ABER_06 procesa sta imela 
enak temperaturni premik kot prva dva procesa, poleg tega pa tudi večji pH premik (zvišanje 
pH vrednosti gojišča iz 6.90 na 7.10). Tako smo lahko dobili veliko različnih podatkov o 
samem obnašanju meritev ABER sond pri različnih vrstah in tudi velikostih premikov. Po 
uspešnem poskusu s celično linijo A smo se pri poskusu s celično linijo B odločili zgolj za 
test s temperaturnimi premiki. Vsi začetno nastavljeni parametri, razen temperature, so bili 
pri vseh bioreaktorjih enaki. Nastavljena temperatura se je ponovno razlikovala v treh 
paralelkah. Pri procesih ABER_07 in ABER_08 je bila začetna temperatura 35 °C, pri 
procesih ABER_09 in ABER_10 36.5 °C, ter 38 °C pri zadnjih dveh procesih ABER_11 in 
ABER_12. Temperaturni premik je bil pri vseh procesih navzdol, za 1 ali 3 °C, vsak po 
enkrat na paralelko.  
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3.3 NASTAVITVE ABER SOND 
Pri implementaciji sond ABER smo sledili predpisanemu postopku proizvajalca. Sonde so 
bile ločeno sterilizirane v avtoklavu ter priklopljene na bioreaktorje v sterilnem okolju. 
Vsako sondo smo preko Futura sistema povezali na skupno kontrolno enoto ter naprej na 
računalnik. Sonde ABER lahko nastavimo, da merijo gostote različnih vrst celic. Od tega je 
odvisna frekvenca, pri kateri sonda meri kapacitivnost. Za sesalske celice je frekvenca 
predvidoma okoli 1 MHz. Pri teh nastavitvah smo upoštevali priporočila proizvajalca sond 
ter uporabljali prednastavljeni način merjenja za sesalske celice. Sonda je takoj po začetku 
merjenja na dan D-2 že kazala odčitke kapacitivnosti. Meritev medija smo upoštevali kot 
ozadje (Cm), torej je pri tej kapacitivnosti gostota živih celic v bioreaktorju enaka 0. Po 
nacepitvi na dan D0 smo z ''off-line'' meritvijo na napravi Vi-Cell preverili koncentracijo 
živih celic v bioreaktorju. Meritev je bila izvedena zato, da smo dobili informacijo o 
natančnosti nacepitve, poleg tega pa smo izračunali faktor, preko katerega je lahko sistem 
ABER pretvarjal izmerjeno kapacitivnost v gostoto živih celic. Faktor smo izračunali po 
formuli 10. 
𝐹𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 =  
𝑉𝐶𝐷 (𝑝𝑜 𝑛𝑎𝑐𝑒𝑝𝑖𝑡𝑣𝑖)
𝐶 (𝑝𝑜 𝑛𝑎𝑐𝑒𝑝𝑖𝑡𝑣𝑖)
                           ... (10) 
 
Faktor = faktor pretvorbe kapacitivnosti v gostoto živih celic (brez enote) 
VCD (po nacepitvi) = gostota živih celic v bioreaktorju takoj po nacepitvi (št. živih celic/mL) 
C (po nacepitvi) = kapacitivnost takoj po nacepitvi  (pF/cm) 
Na dan D1 smo po dnevni ''off-line'' meritvi celične gostote pri prekomernem odstopanju 
med meritvama faktor ponovno izračunali ter spremenili. Pri procesih s celični linijo B smo 
skozi celoten proces celično gostoto merili pri enakih faktorjih. Vredno je omeniti, da faktor 
nima nobenega vpliva na samo merjenje kapacitivnosti. Je zgolj orodje pretvorbe 
kapacitivnosti v gostoto živih celic ter tako omogoča lažje ''on-line'' spremljanje. Po koncu 
procesa je zato mogoče zbrane podatke o kapacitivnosti pretvoriti v podatke o gostoti živih 
celic z novim faktorjem. 
V raziskavi zbrane podatke smo primarno uredili v programu Excel, za statistične analize ter 
izris grafov pa smo uporabili program SPSS. Pri risanju grafov smo smiselno in po potrebi 
(glede na območje raziskave) izpostavili le določen set podatkov. Pri interpretaciji rezultatov 
smo si pomagali z izračunom osnovnih statističnih vrednosti kot so standardni odklon, 
varianca ter standardna napaka. Opredelili smo se tudi do točnosti (stopnja ustreznosti 
merjene količine glede na njeno dejansko oziroma referenčno vrednost) in natančnosti 
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4   REZULTATI IN RAZPRAVA 
V tem poglavju so predstavljeni rezultati raziskave. Ker so rezultati različnih analiz med 
seboj odvisni, interpretacije nekaterih grafov pa zahtevajo daljše odstavke in so med seboj 
prepletene, sta v tem poglavju zaradi boljše preglednosti združeni predstavitev rezultatov in 
razprava.  
4.1 VREDNOTENJE VI-CELL MERITEV 
Primarni kriterij je bil opredelitev natančnosti in relativne napake klasične ''off-line'' metode 
merjenja z Vi-Cell (Beckman Coulter, USA) napravo. Na dan D7 smo pomerili tri različne 
vzorce celične linije B (procesi ABER_07, ABER_08 in ABER_09) na dveh različnih 
napravah. Vsakega izmed treh vzorcev smo razdelili na 10 paralelk, nato pa smo 5 od teh 
pomerili na Vi-Cell 01 in preostalih 5 na Vi-Cell 02. 
Preglednica 2: Rezultati ''off-line'' meritev vzorcev iz treh različnih bioreaktorjev na dan D7 na dveh različnih 
napravah Vi-Cell.  
Statistika ABER_07 [106 živih celic/mL] 
ABER_08 
[106 živih celic/mL] 
ABER_09 
[106 živih celic/mL] 
Vi-Cell 01 
18.54 12.67 30.90 
19.33 11.96 30.59 
19.32 13.72 36.70 
20.58 14.09 30.87 
20.39 12.72 33.61 
Povprečje 19.63 13.03 32.53 
Standardni 
odklon 0.84 0.86 2.63 
Varianca 0.71 0.74 6.94 
Relativna 
napaka 0.06 0.08 0.13 
Vi-Cell 02 
18.44 11.65 29.65 
18.07 11.94 29.03 
19.68 13.12 31.78 
17.28 13.70 33.28 
19.47 12.16 31.99 
Povprečje 18.59 12.51 31.15 
Standardni 
odklon 1.00 0.86 1.76 
Varianca 0.99 0.74 3.09 
Relativna 
napaka 0.07 0.09 0.07 
Meritve in izračunane statistične vrednosti so prikazane v preglednici 2. Test je pokazal, da 
so rezultati ''off-line'' meritev dokaj zanesljivi. Varianca, standardni odklon in napaka so bili 
veliko večji pri meritvah vzorcev procesa ABER_09, kjer je bila koncentracija celic najvišja. 
Standardni odklon je bil pri nižjih dveh celičnih koncentracijah na obeh napravah nižji od 
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1.00 × 106 živih celic/mL, pri višji celični koncentraciji pa je na prvi napravi znašal 2.634 × 
106 živih celic/mL, na drugi pa 1.759 × 106 živih celic/mL. A kljub temu je standardni odklon 
ter posledično tudi standardna napaka pri vseh vzorcih relativno nizka. Iz tega lahko 
sklepamo, da je natančnost meritev visoka. Iz rezultatov je sicer opazno, da sta pri višjih 
koncentracijah celic tako odklon kot standardna napaka večji. Iz tega sledi, da so meritve pri 
višjih celičnih koncentracijah manj natančne. Uradno območje meritev testiranih naprav je 
med 50 000 in 107 živih celic/mL, kar vnaša dodatno sipanje vrednosti zaradi nujno 
potrebnega redčenja vzorcev pred merjenjem. Vrednosti koncentracij imajo majhno 
varianco, ki se na prvi napravi giblje med 0.711 in 6.936 × 106 živih celic/mL ter na drugi 
napravi med 0.742 in 3.093 × 106 živih celic/mL. Iz tega lahko sklepamo, da so si paralelne 
meritve iste naprave med seboj zelo podobne in so vse blizu povprečni vrednosti. 
Večjo relativno napako od dovoljene (proizvajalec navaja napako ±10 %) smo zasledili le 
pri eni meritvi pri procesu ABER_09 na napravi Vi-Cell 01 (36.70). Ta je znašala malo manj 
kot 13 %. Koncentracija je bila tukaj kar za 4.1 milijona višja od povprečja meritev procesa 
ABER_09 na napravi Vi-Cell 01. Obstaja torej majhna možnost, da je ''off-line'' meritev 
izven dovoljenih meja. Vseeno lahko natančnost metode opredelimo kot dobro, saj poleg 
omenjene meritve drugih signifikantnih odstopanj nismo opazili. Večjih razlik v izmerjenih 
koncentracijah istih vzorcev na obeh uporabljenih napravah Vi-Cell nismo opazili. Iz 
rezultatov predstavljenega poskusa lahko ''off-line'' meritve na obeh uporabljenih napravah 
Vi-Cell opredelimo kot dokaj točne, saj so razlike v povprečju meritev istega vzorca med 
napravama majhne. Prav tako so meritve v veliki meri zanesljive in znotraj dovoljenih mej 
odstopanja, sploh pri meritvah nižjih koncentracij celic (do okoli 30 × 106 živih celic/mL). 
Zaključimo lahko, da so rezultati ''off-line'' meritev koncentracije živih celic zanesljivi in 
zadovoljivo točni znotraj dovoljenih meja odstopanja, še posebej pri nižjih koncentracijah 
celic, ter jih uporabimo za nadaljnje primerjave in analize z meritvami kapacitivnosti s 
sondami ABER. 
4.2  OVREDNOTENJE MERITEV KAPACITIVNOSTI IN ''OFF-LINE'' MERITEV 
ŽIVE  CELIČNE GOSTOTE 
Najprej smo poskušali oceniti, kako dobro lahko z merjenjem kapacitivnosti spremljamo 
trende rasti v procesih s celično kulturo ter ali smo tekom procesov naleteli na večja, 
nepričakovana odstopanja. Slika 4 prikazuje kapacitivnost v odvisnosti od časa pri procesih 
s celičnima linijama A in B. Vsi procesi z isto celično linijo so imeli določeno enako celično 
koncentracijo (oziroma sprejemljiv interval koncentracije) kot kriterij za premik pH, 
temperature ali obeh. Signali kapacitivnosti za celično linijo A so podobni na začetku 
procesov, do približno 120 ur po nacepitvi. Kasneje se signali razpršijo, saj so celice po 
premikih temperature in pH rasle različno hitro. Krivulje kapacitivnosti si tu pričakovano 
sledijo v dvojicah, saj sta po dva procesa imela enake procesne nastavitve. Pri celični liniji 
B smo po pričakovanjih dobili s časom naraščajočo razpršenost meritev. Razlog za to so bile 
različne začetne procesne temperature ter večji razmiki v temperaturnem premiku, zaradi 
česar je po njem vsak proces imel drugačno temperaturo (pri celični liniji A smo ponekod 
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Slika 4: Kapacitivnost v odvisnosti od časa. Prva skupina krivulj prikazuje spreminjanje kapacitivnosti pri 
procesih s celično linijo A, druga pa pri procesih s celično linijo B. Prikazane so meritve v enournem intervalu 
zajemanja podatkov. 
Na obeh grafih so še posebej od 100 ur dalje v razmikih 24 ur vidni manjši, periodični upadi 
kapacitivnosti. Kaj kmalu postane jasno, da so ti upadi posledica dohranjevanja. 
Najpreprosteje si lahko upad v izmerjenih kapacitivnostih razložimo, če upoštevamo, da ob 
dohranjevanju zaradi redčenja gostota celic v gojišču upade. Posledično upade tudi 
kapacitivnost. Pomislili smo tudi na drugo, manj verjetno razlago za upade v kapacitivnosti. 
Morda komponente dodanih hranil motijo signal merjenja kapacitivnosti. Vendar pa so nam 
predstavniki podjetja ABER zagotovili, da na signal lahko vplivajo zgolj mrtve celice in 
redčenje ter da sestava gojišča na meritve nima vpliva. Za popolno izključitev te možnosti 
bi bilo smiselno v prihodnosti narediti poskus brez celic, kjer bi v intervalih gojišču dodajali 
hranila različnih koncentracij ter spremljali spremembo v kapacitivnosti. 
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Slika 5: Število živih celic v odvisnosti od časa. Prva skupina krivulj prikazuje spreminjanje števila živih celic 
pri procesih s celično linijo A, druga pa pri procesih s celično linijo B. Prikazane so meritve v enournem 
intervalu zajemanja podatkov. 
Na sliki 5, ki prikazuje število živih celic, pridobljeno z napravo Vi-Cell, opazimo podobne 
trende krivulj kot pri meritvah kapacitivnosti. Pri celični liniji A je jasno opazno, da so celice, 
ki so po nastavljenih premikih rasle na najvišjih temperaturah in znižanem pH (ABER_01 
in ABER_02), dosegle najvišje gostote. Pri celični liniji B opazimo enake trende, z izjemo 
procesa ABER_11, kjer je kljub najvišji nastavljeni temperaturi po premiku rast začela 
upadati in celice niso dosegle predvidene tarčne gostote (okoli 30 × 106 živih celic/mL) . 
Proces ABER_04 ima v stacionarni fazi rasti večja nihanja, ki so najverjetneje posledica 
nepravilnega redčenja kulture. Poleg omenjenega odstopanja ni opaznih drugih 
nepričakovanih nihanj v meritvah. Na podlagi pregleda grafov ''on-line'' kapacitivnosti in 
''off-line'' celične rasti smo pričakovali visoke stopnje korelacije med meritvami obeh metod. 
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4.3  PRIMERJAVA ''OFF-LINE'' IN ''ON-LINE'' MERITEV CELIČNE GOSTOTE 
Najpomembnejši faktor pri ovrednotenju primernosti nove ''on-line'' tehnologije za merjenje 
celične gostote je, kako dobro korelira z rezultati ''off-line'' meritev. Za analizo korelacije 
smo uporabili Pearsonov koeficient korelacije, ki se uporablja, ko sta obe spremenljivki 
normalno razporejeni, čeprav lahko ekstremne vrednosti močno vplivajo in popačijo moč 
odnosa spremenljivk (Mukaka, 2012). Kot merilo uspešnosti napovedovanja žive celične 
koncentracije preko kapacitivnosti (in obratno) smo uporabili koeficient determinacije (s 
simbolom R2), ki je po definiciji delež variacije, ki jo lahko razložimo z regresijskim 
modelom (Nagelkerke, 1991). Pomembna je predvsem linearnost meritev v lag fazi 
bioprocesa ter v območju eksponentne rasti, saj se temperaturne in pH premike izvaja v tem 
časovnem območju. Prav tako smo v literaturi zasledili, da je merjenje kapacitivnosti pri 
višjih celičnih gostotah lahko manj natančno zaradi možnosti pojava skupkov celic upadanja 
živosti celic. Sliki 6 in 7 prikazujeta korelacijo med kapacitivnostjo in gostoto živih celic za 
vsako celično linijo posebej. Opazna je večja razpršenost točk pri višjih kapacitivnostih 
oziroma višjih celičnih gostotah. Upad v korelaciji se pojavi približno 150 ur po nacepitvi, 
torej nekje na začetku stacionarne faze rasti celic. Za analizo rezultatov in nadaljnjo 
evaluacijo smo se zato odločili uporabiti le rezultate prvih 150 ur po nacepitvi, kar je tudi 
glavno območje interesa. 
Sliki 8 in 9 prikazujeta korelacijo in premico linearnosti za vsako celično linijo posebej v 
prvih 150 urah po nacepitvi in tako dajeta bolj natančno predstavo rezultatov. Pri vsakem od 
izrisanih grafov smo za izračun korelacije uporabili dnevno meritev na napravi Vi-Cell ter 
kapacitivnost, izmerjeno v isti časovni točki. 
 
 
Slika 6: Korelacija med kapacitivnostjo in ''off-line'' meritvami VCD za celično linijo A. Modre točke 
prikazujejo meritve v prvih 150 urah po nacepitvi, rdeče točke pa meritve po 150 urah od nacepitve. 
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Slika 7: Korelacija med kapacitivnostjo in ''off-line'' meritvami VCD za celično linijo B. Modre točke 
prikazujejo meritve v prvih 150 urah po nacepitvi, rdeče točke pa meritve po 150 urah od nacepitve.  
 
Slika 8: Korelacija med kapacitivnostjo in ''off-line'' meritvami VCD za celično linijo A v prvih 150 urah po 
nacepitvi. Vsak proces je označen s svojo barvo, prikazana sta tudi premica linearnosti ter koeficient 
determinacije R2. 
31 
Kavčič U. Vpeljava procesne analitične tehnologije v bioprocese s sesalskimi celicami. 




Slika 9: Korelacija med kapacitivnostjo in ''off-line'' meritvami VCD za celično linijo B v prvih 150 urah po 
nacepitvi. Vsak proces je označen s svojo barvo, prikazana sta tudi premica linearnosti ter koeficient 
determinacije R2. 
Iz slike 9 je jasno opazno, da proces ABER_11 odstopa od premice linearnosti in kvari 
celotno korelacijo celične linije B. Graf na sliki 10 je enak grafu na sliki 9, vendar na njem 
ni vključenih podatkov za proces ABER_11. Premica linearnosti tu veliko bolj tesno 
povezuje točke, R2 pa je skoraj enak 1, kar kaže na veliko višjo korelacijo med podatki, kot 
če bi v analizo bil vključen tudi proces ABER_11. Proces ABER_11 smo izključili iz večine 
nadaljnjih analiz ter regresijskega modela, saj je imel določene ne (povsem) pojasnjene 
deviacije. Posledica je bolj realna predstavitev korelacije. Več teorij in razmišljanj o možnih 
zapletih pri procesu ABER_11 je predstavljenih v poglavju 4.5. 
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Slika 10: Korelacija med kapacitivnostjo in ''off-line'' meritvami VCD za celično linijo B v prvih 150 urah po 
nacepitvi. Za razliko od grafa na sliki 9, ta graf izključuje problematični proces ABER_11. Vsak proces je 
označen s svojo barvo, prikazana sta tudi premica linearnosti ter koeficient determinacije R2. 
Pred nadaljevanjem smo skušali ugotoviti, ali na linearnost rezultatov lahko kakorkoli vpliva 
velikost in smer temperaturnega premika (glej tabelo 3). Cilj te evaluacije je bil potrditev 
ustreznosti uporabe ABER sond za avtomatizacijo premikov na osnovi ''on-line'' merjenja 
kapacitivnosti. V prvih 150 urah po nacepitvi se zdi korelacija med meritvami zelo visoka, 
vendar smo rezultate pogledali še pobližje. Primerjali smo linearnost v bližini časov 
temperaturnih premikov pri procesih s celično linijo B (pri tej liniji so velikosti spremembe 
temperature bile načrtovane za ta namen). Za vsak proces s celično linijo B smo izvedli 
obojestranski test Pearsonove korelacije, kjer smo opazovali korelacijo med ''off-line'' 
meritvami VCD ter kapacitivnostjo v času premika. Za testirani interval smo vzeli meritve 
10 ur pred in 10 ur po premiku (N = 21). Podatke za celično gostoto Vi-Cell smo pridobili z 
interpolacijo dnevnih meritev, tako da je vsaka urna meritev kapacitivnosti imela 
pripadajočo celično gostoto. Korelacije vseh testov so se izkazale za statistično značilne s p 
vrednostmi okoli kriterija 0.01 (p ≤ 0.01). To pomeni, da obstaja statistična korelacija med 
našima spremenljivkama tudi v časovnih intervalih, ko se pri procesu izvaja temperaturni 
premik. Izračunani koeficienti determinacije so vidni v preglednici 3. Opazimo, da sta 
procesa z najnižjo korelacijo med ''off-line'' in ''on-line'' meritvami v času temperaturnega 
premika procesa ABER_10 in ABER_11, pri čemer je korelacija pri slednjem daleč najnižja. 
Med omenjenima procesoma težko potegnemo smiselne povezave. Procesa sta imela 
različno tarčno koncentracijo kulture ter tudi različno veliko temperaturno spremembo. Pri 
obeh je drugi, paralelni proces (za proces ABER_10 je to ABER_09 in za ABER_11 proces 
ABER_12) z enako tarčno koncentracijo za izvedbo premika imel višjo korelacijo med 
meritvami. Ker so bile korelacije med meritvami vseeno visoke in opažena manjša 
odstopanja težko pripišemo temperaturnim spremembam in verjetneje naključjem (šum), 
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zaključujemo, da velikost temperaturne spremembe ne vpliva na meritve z ABER sondami. 
Kot smo že omenili, opažamo, da se korelacija načeloma niža z višanjem celične gostote. 
Proces ABER_11 je imel višjo tarčno koncentracijo za izvedbo temperaturne spremembe 
kot npr. procesa ABER_07 in ABER_08. Tako obstaja velika verjetnost, da je korelacija 
med rezultati tu nižja tudi zaradi višje koncentracije živih celic v bioreaktorju. Argument 
proti tej utemeljitvi je visoka korelacija pri procesu ABER_12, ki je prav tako imel najvišje 
postavljen kriterij tarčne koncentracije za izvedbo premika. Morda je razlog za razlike v 
korelacijah zgolj posledica napak ''off-line'' meritev na napravi Vi-Cell, ki so, kot smo 
pokazali v poglavju 4.1, lahko v določeni meri napačne, sploh pri višjih koncentracijah celic 
zaradi redčenja vzorca. 
Preglednica 3: Prikazuje čas temperaturnih premikov v urah od začetka procesa, tarčno celičnao koncentracijo 
za premik, velikost in smer temperaturnega premika ter koeficient determinacije med kapacitivnostjo in ''off-















ABER_07 154 8 35.0 -1 0.998 
ABER_08 153 8 35.0 -3 0.997 
ABER_09 138 10 36.5 -1 0.993 
ABER_10 135 10 36.5 -3 0.989 
ABER_11 129 12 38.0 -1 0.976 
  ABER_12 130 12 38.0 -3 0.996 
4.4 UPORABA KAPACITIVNOSTI ZA NAPOVEDOVANJE PREMIKOV 
4.4.1 Regresijski model 
Da bi lahko uporabili kapacitivnost kot orodje za napovedovanje premikov, smo naredili 
regresijski model za pretvorbo kapacitivnosti v celično gostoto in obratno. Podatke za model 
smo vzeli iz prvih 150 ur po nacepitvi, saj je tam korelacija, kot so pokazale analize, najvišja, 
prav tako pa je ta časovni interval za premike najbolj relevanten. Pri analiziranih procesih 
smo določili optimalne koncentracije živih celic za temperaturni premik ter teoretično 
spodnjo in zgornjo mejno koncentracijo, kjer je premik še veljaven in upoštevan kot 
sprejemljiv (preglednica 4). 




Spodnja mejna koncentracija 
za premik 
Zgornja mejna 
koncentracija za premik 
Celična linija A 4.0 × 106 živih celic/mL 3.0 × 106 živih celic/mL 5.0 × 106 živih celic/mL 
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Ker so rezultati poskusov kazali na dejstvo, da velikost in smer premika nimata statistično 
značilnega vpliva na merjenje kapacitivnosti, smo naredili še štiri regresijske analize (za 
vsako celično linijo dve), kjer so bili analizirani skupni podatki vseh procesov iste celične 
linije (glej Prilogo A). Iz modela lahko nato dobimo dve enačbi: 
𝑉𝐶𝐷 [1 × 106
 𝑉𝐶
𝑚𝐿
 ] =  −0.051 + 0.312 × 𝑘𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 [
𝑝𝐹
𝑐𝑚





] = 0.198 + 3.200 ×  𝑉𝐶𝐷 [1 × 106
 𝑉𝐶
𝑚𝐿
 ]              ... (12) 
Konstanta na začetku je za nas irelevantna, saj se pričakuje, da je ob koncentraciji 0 VC/mL 
tudi kapacitivnost enaka 0. Iz teh dveh enačb lahko nato dobimo faktorje pretvorbe 
kapacitivnosti v VCD in obratno: 
- 0.312 × 106 (VC/mL)/(pF/cm) za pretvorbo kapacitivnosti v VCD 
- 3.200 × 10-6 (pF/cm)/(VC/mL) za pretvorbo VCD v kapacitivnost 
Preko druge enačbe lahko torej kapacitivnost, ki ustreza premiku pri 4.0 × 106 živih 
celic/mL, določimo kot 12.80 pF/cm. Naslednji korak je določitev kapacitivnosti pri mejnih 
koncentracijah. Spodnja meja za kapacitivnost je bila na isti način določena kot 9.60 pF/cm, 
zgornja pa 16.00 pF/cm. Nato smo preverili ustreznost meja tako, da smo preko enačb meja 
za 95 % interval zaupanja pridobili še faktorje pretvorbe kapacitivnosti v VCD za spodnjo 
in zgornjo mejo. 
- 3.05 × 105 (VC/mL)/(pF/cm) za pretvorbo kapacitivnosti v VCD pri spodnji meji 
- 3.18 × 105 (VC/mL)/(pF/cm) za pretvorbo kapacitivnosti v VCD pri zgornji meji 
Dobljene faktorje smo pomnožili z zgornjo in spodnjo kapacitivnostjo, ki ustrezata zgornji 
in spodnji meji VCD. Rezultat izračuna sta vrednosti VCD, ki bi veljali v časih premikov, 
če bi se ravnali glede na kapacitivnost. Spodnji mejni VCD znaša 2.92 × 106 živih celic/mL, 
zgornji pa 5.08 × 106 živih celic/mL. 
Po enakem postopku smo nato določili tudi faktor pretvorbe, tarčno kapacitivnost premika 
ter meje za premik pri procesih s celično linijo B (glej Prilogo A). Kot smo omenili, zaradi 
odstopov in nepričakovanih rezultatov proces ABER_11 ni obravnavan. 
Dobljeni faktorji pretvorbe kapacitivnost v VCD in obratno: 
- 0.940 × 106 (VC/mL)/(pF/cm) za pretvorbo kapacitivnosti v VCD 
- 1.061× 10-6 (pF/cm)/(VC/mL) za pretvorbo VCD v kapacitivnost 
- 0.923 × 106 (VC/mL)/(pF/cm) za pretvorbo kapacitivnosti v VCD pri spodnji meji 
- 0.958 × 106 (VC/mL)/(pF/cm) za pretvorbo kapacitivnosti v VCD pri zgornji meji 
Kapacitivnosti, ki ustreza premiku pri 10.0 × 106 živih celic/mL, pripada vrednost 10.61 
pF/cm. Zgornja in spodnja meja VCD sovpadata z 9.54 in 11.67 pF/cm po enaki enačbi. Po 
pretvorbenih faktorjih za spodnjo in zgornjo mejo nato dobimo pripadajoče vrednosti VCD. 
Spodnji mejni VCD znaša 8.80 × 106 živih celic/mL, zgornji pa 11.17 × 106 živih celic/mL. 
35 
Kavčič U. Vpeljava procesne analitične tehnologije v bioprocese s sesalskimi celicami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
 
V nadaljevanju smo analizirali linearno regresijo za vsak proces posebej (glej preglednico 
5). Kot odvisno spremenljivko smo definirali ''off-line'' VCD iz Vi-Cell naprave, kot 
neodvisno pa kapacitivnost. Ponovno smo uporabili podatke dnevnih meritev, do 150 ur po 
nacepitvi. Upoštevali smo 95 % interval zaupanja. Zaradi prejšnjih ugotovitev smo izključili 
proces ABER_11. 
Preglednica 5: Nakloni premic za pretvorbo ter nakloni mejnih premic pri 95% intervalu zaupanja za vsak 
posamezen proces. 







ABER_01 0.313e+6 0.301e+6 0.325e+6 
ABER_02 0.303e+6 0.289e+6 0.320e+6 
ABER_03 0.311e+6 0.281e+6 0.341e+6 
ABER_04 0.320e+6 0.297e+6 0.343e+6 
ABER_05 0.327e+6 0.303e+6 0.351e+6 
ABER_06 0.325e+6 0.304e+6 0.346e+6 
ABER_07 0.878e+6 0.829e+6 0.927e+6 
ABER_08 0.967e+6 0.937e+6 0.998e+6 
ABER_09 0.940e+6 0.898e+6 0.982e+6 
ABER_10 0.963e+6 0.905e+6 1.021e+6 
ABER_12 0.935e+6 0.882e+6 0.988e+6 
4.4.2 Določanje časovnih oken premikov 
V naslednjem poglavju smo definirali časovna okna (sprejemljivi časovni intervali), kjer bi 
se izvedli premiki, če bi upoštevali izračunane kapacitivnosti. Definirali smo jih na podlagi 
signala rastne krivulje kapacitivnosti vseh bioprocesov z isto celično linijo, torej posebej za 
celično linijo A in posebej za celično linijo B. Najprej smo definirali tarčni kapacitivnosti za 
premik, ki smo ju izračunali v prejšnjem poglavju: 
 
- 3.200 × 10-6 (pF/cm)/(VC/mL) za pretvorbo VCD v kapacitivnost pri celični liniji A 
- 1.061 × 10-6 (pF/cm)/(VC/mL) za pretvorbo VCD v kapacitivnost pri celični liniji B 
Nato smo definirali tarčne VCD in pripadajoče kapacitivnosti mejnih vrednosti (tabela 4): 
- celična linija A: 3.0 – 5.0 × 106 živih celic/mL se ujema s kapacitivnostjo 9.60-16.00 
pF/cm 
- celična linija B: 9.0 – 11.0 × 106 živih celic/mL se ujema s kapacitivnostjo 9.54- 
11.67 pF/cm 
Da bi lahko predvideli ob katerem času dosežemo tarčne mejne kapacitivnosti, smo izrisali 
časovni graf (sliki 11 in 12) v odvisnosti od logaritmične funkcije kapacitivnosti med 
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eksponentno fazo rasti za vse procese. Preko dobljenih enačb linearnih premic smo nato 




Slika 11: Čas po nacepitvi v odvisnosti od logaritmične funkcije kapacitivnosti za celično linijo A. Prikazane 
so tudi enačbe premic. 
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Slika 12: Čas po nacepitvi v odvisnosti od logaritmične funkcije kapacitivnosti za celično linijo B. Prikazane 
so tudi enačbe premic. 
Preglednica 6: Predvidene časovne točke ob pripadajočih mejnih kapacitivnostih. 











Spodnja meja pri 
kapacitivnosti 
9,54 pF/cm 
Zgornja meja pri 
kapacitivnosti 
11,67 pF/cm 
ABER_01 62.7 h 77.3 h ABER_07 111.9 h 120.7 h 
ABER_02 61.6 h 76.1 h ABER_08 115.7 h 125.0 h 
ABER_03 61.9 h 76.1 h ABER_09 93.8 h 101.3 h 
ABER_04 59.5 h 73.3 h ABER_10 92.2 h 99.8 h 
ABER_05 64.9 h 79.9 h ABER_12 85.3 h 92.1 h 
ABER_06 62.4 h 77.2 h 
   
Izkaže se, da bi povprečni čas premika, v kolikor bi se ravnali po meritvah kapacitivnosti, 
pri procesih s celično linijo A bil 69 ur, pri procesih s celično linijo B pa 104 ure po nacepitvi. 
Pri celični liniji A bi v skrajnem primeru premik bil lahko izveden najhitreje 59 in najkasneje 
80 ur po nacepitvi (glej sliko 13). To je torej okvirno časovno okno, znotraj katerega bi 
premik bil veljaven. Pri celični liniji B sta mejna časa okvirja 85 in 125 ur. Široka časovna 
okna si lahko razložimo z razlikami v začetnih nacepitvenih koncentracijah ter posledično 
različnimi hitrostmi rasti. Pri celični liniji B je ta vpliv zlasti velik, saj so procesi že od 
začetka imeli različno nastavljene pogoje za rast, kar gotovo močno vpliva na celotno 
analizo. Zaradi tega je standardni odklon tu skoraj dvakrat večji kot pri procesih s celično 
linijo A. Grafični prikaz podatkov iz preglednice 7 je prikazan na sliki 15. 
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Preglednica 7: Statistična analiza predvidenih časov glede na kapacitivnost za celično linijo A in B, izvedena 
z orodjem SPSS. 
Statistika Celična linija A Celična linija B 
N veljavni 12 10 
N manjkajoči 0 0 
Povprečje 69.408 103.780 
Mediana 69.100 100.550 
Standardni odklon 7.791 13.655 
Minimum 59.5 85.3 
Maximum 79.9 125.0 
Centil 25 62.025 92.175 
Centil 50 69.100 100.550 
Centil 75 76.925 116.950 
 
 
Slika 13: Grafični prikaz mediane, kvartilov ter maksimuma in minimuma za predvidene časovne točke procesa 
glede na izmerjeno kapacitivnost. Opazna je razlika med obema razponoma časovnih oken; pri celični liniji B 
je razpon večji zaradi različnih začetnih nastavitev procesov. 
Na slikah 14 do 17 so prikazani signali celičnih koncentracij in kapacitivnosti s 
pripadajočimi mejnimi vrednostmi skozi čas ter preračunani časovni razponi. Podatki o 
celičnih koncentracijah ter kapacitivnosti po časovnem premiku so izključeni, saj se celična 
rast po premiku upočasni in je lahko zato prikaz napačen oziroma zavajajoč.  
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Slika 14: Koncentracija živih celic od nacepitve do premika pri procesih s celično linijo A. Prikazani sta 
spodnja in zgornja mejna koncentracija za premik ter izračunani teoretični časovni interval. 
 
 
Slika 15: Kapacitivnost od nacepitve do premika pri procesih s celično linijo A. Prikazani sta spodnja in zgornja 
izračunana mejna koncentracija za premik ter izračunani teoretični časovni interval. 
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Pri procesih s celično linijo A lahko opazimo dobre rezultate (glej sliki 14 in 15). Ne glede 
na to ali bi bil premik izveden na podlagi ''off-line'' meritev na napravi Vi-Cell ali na podlagi 
kapacitivnosti, bi bil izveden znotraj enakih kritičnih časovnih meja. Rezultati tako kažejo 
na zanesljivost uporabe kapacitivnosti kot indikatorja za temperaturni in pH premik pri tej 
celični liniji. 
Morda je pod vprašajem le proces ABER_04, saj so celice tu rasle hitreje kot pri ostalih 
procesih s to celično linijo. To je opazno tako na sliki 14 kot na sliki 15. Spodnja meja 
premika pri okoli 52 urah bi za ta proces bila bolj primerna, saj bi tako zagotovili, da rast ne 
uide iz predvidenega časovnega okvirja in so premiki pravočasno izvedeni. Ker celoten 
model temelji na naših zbranih podatkih, je vse skupaj zelo odvisno od same rasti celic. V 
primeru nepredvidene hitrejše rasti (ali počasnejše, veljata oba skrajna primera), bi zato 
napovedan časovni okvir za premik lahko bil napačen oziroma preozek. Izvesti bi morali še 
več poskusov s to celično linijo, da bi lahko zares z gotovostjo trdili, da pri danih nastavitvah 
lahko z visoko natančnostjo napovemo časovne okvirje. 
 
 
Slika 16: Koncentracija živih celic od nacepitve do premika pri procesih s celično linijo B. Prikazani sta spodnja 
in zgornja mejna koncentracija za premik ter izračunani teoretični časovni interval. 
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Slika 17: Kapacitivnost od nacepitve do premika pri procesih s celično linijo B. Prikazani sta spodnja in zgornja 
izračunana mejna koncentracija za premik ter izračunani teoretični časovni interval.  
Na slikah 16 in 17 lahko opazimo, da le pri enem izmed petih procesov premik ustreza 
predvidenemu časovnemu okvirju. Izrisan graf je pričakovan in menimo, da za takšne 
rezultate obstaja dokaj preprosta obrazložitev. Začetne nacepitvene koncentracije vseh 
procesov so bile seveda enake, vendar enako ne velja za začetne nastavitve temperature (glej 
preglednico 1). Procesi so imeli različne začetne temperature v paralelkah po dva 
bioreaktorja, kar je na grafih jasno opazno, saj se po dve krivulji z enakimi začetnimi 
temperaturami (ABER_07 in ABER_08 ter ABER_09 in ABER_10) držita tesno skupaj. 
Proces ABER_12 kaže najhitrejšo rast, saj je bila začetna temperatura tu najvišja in so celice 
rasle najhitreje. Ker so bile začetne nastavitve različne, so bile razlike v samih procesih 
najverjetneje prevelike, da bi iz skupnih podatkov lahko postavili zanesljiv model ter na 
njegovi podlagi določili teoretične časovne okvirje za vse procese s celično linijo B. Za 
razliko so vsi procesi s celično linijo A imeli popolnoma enake začetne nastavitve, kar nam 
je omogočilo postavitev kvalitetnega modela in napovedi časovnih oken premika. 
Zaključujemo torej, da je opisana metoda primerna, vendar moramo pri iskanju mejnih 
vrednosti kapacitivnosti biti previdni in jih lahko pravilno predpostavimo le, če v analizo 
vključimo procese z enako celično linijo ter povsem enakimi začetnimi nastavitvami. Pristop 
torej ni primeren za določanje mejnih vrednosti kapacitivnosti pri različnih začetnih 
nastavitvah znotraj eksperimentov za posamezno celično linijo. 
4.5 FAKTORJI VPLIVA NA MERJENJE KAPACITIVNOSTI IN ODSTOPI 
Kot vemo, lahko na kapacitivnost vplivata tudi velikost celic ter nečistoče v mediju, kot so 
npr. mrtve celice. Ob dnevnih meritvah na napravi Vi-Cell smo spremljali tudi povprečni 
premer celic ter stopnjo živosti celic. Sliki 18 in 19 prikazujeta spreminjanje viabilnosti in 
velikosti celic tekom procesa pri obeh celičnih linijah. 
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Slika 18: Odstotek živih celic v odvisnosti od časa pri procesih s celičnima linijama A in B. 
Iz grafa na sliki 18 je opazno, da je pri procesu ABER_11 odstotek živih celic v kulturi 
upadal daleč najhitreje, sploh po temperaturnem premiku. Tudi to nakazuje na dejstvo, da je 
pri tem procesu prišlo do neznanih deviacij. Merjenje kapacitivnosti je v zaznavanju žive 
celične mase po našem mnenju bolj natančno od ''off-line'' meritev živosti, saj je v primeru, 
da je membrana načeta (kar bo slej ali prej vodilo v celično smrt), kapacitivnost zmanjšana, 
četudi to morda ni dovolj za prehajanje barvila skozi membrano, kar je princip metode štetja 
živih celic na napravi Vi-Cell.  
Raziskave so pokazale, da lahko približno 20 % variance meritev kapacitivnosti pripišemo 
apoptozi (Zalai in sod., 2015). Število živih celic pri procesu ABER_11 začne upadati 
približno 75 ur po nacepitvi, kar je verjetno tudi razlog, da krivulja kapacitivnosti v 
eksponentni fazi ni tako strma kot pri ostalih procesih, celice pa ne dosežejo enakih končnih 
gostot kot proces ABER_12. Hranila lahko kot razlog za odstope izključimo, saj sta s 
paralelnim procesom ABER_12 imela odstopanja še pred začetkom dohranjevanja.  
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Slika 19: Povprečen premer celic v mikronih (µ označuje en mikron oz. mikrometer) v odvisnosti od časa pri 
procesih s celičnima linijama A in B. 
Očitno je pri procesu ABER_11 prišlo do deviacij v rasti in produktivnosti celične linije. 
Kot lahko opazimo iz ''off-line'' meritev na napravi Vi-Cell (glej sliko 4, celična linija B), so 
se celice pri tem procesu množile z enako hitrostjo kot pri procesu ABER_12, ki je za 
primerjavo najustreznejši, saj sta procesa do temperaturnega premika imela enake procesne 
nastavitve. Čeprav ''off-line'' meritve žive celične gostote nakazujejo na enake koncentracije 
obeh celičnih kultur, pa kapacitivnost temu v začetnih fazah rasti nasprotuje. Kljub temu da 
imata oba procesa enako gostoto živih celic, so razlike med izmerjenimi kapacitivnostmi 
očitne. Pri procesu ABER_11 je kapacitivnost višja že praktično od samega začetka procesa. 
Zakaj pa je bila izmerjena kapacitivnost pri tem procesu višja od predvidene (oz. tako 
drugačna kot pri paralelnem procesu), nam morda lahko pomaga razložiti slika 19. Celice 
pri tem procesu so bile po premeru veliko večje od ostalih že od samega začetka procesa. 
Ker Vi-Cell nakazuje na enako število celic, kapacitivnost pa je različna, obstaja velika 
verjetnost, da je za to razliko kriva ravno velikost celic. Nepričakovana sprememba v 
velikosti celic je za proces lahko neugodna, ne samo s stališča meritev kapacitivnosti, pač 
pa tudi v širšem smislu (negativni vplivi na produktivnost in viabilnost celične linije).  
Pri procesu ABER_11 nismo zasledili nobenega odstopanja v DO vrednostih ter temperaturi. 
Prav tako nismo opazili odstopov v kaskadi plinov za prepihovanje. Celice so ves čas imele 
zadostno količino kisika in pričakovana je bila normalna rast. Opazili smo manjši odstop v 
pH vrednosti v začetnih dneh po nacepitvi. pH je tu odstopal za približno 0.03 (glej sliko 
20), kar pa je sicer znotraj sprejemljivega odstopa in smo zato mnenja, da tako majhna pH 
sprememba ne more biti vzrok za tako drastičen preklop v metabolizmu celic.  
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Slika 20: Procesni parametri merjeni ''on-line'' tekom procesa ABER_11. Slika je bila pridobljena iz 
operacijskega sistema za vodenje bioprocesov. 
Morebiti je pri procesu ABER_11 prišlo do preklopa v metabolizmu, saj opazimo kopičenje 
laktata že v zgodnjih fazah procesa (glej sliko 22). Laktat je lahko končni produkt glikolize 
v primeru nedokončanega oksidativnega metabolizma v hitro delečih se celicah in vitro, ko 
se hranila hitro porabljajo, da zadostijo potrebi po ATP in maščobnih kislinah (Zagari in 
sod., 2013). Kopičenje laktata v praksi po navadi pomeni hiter, vendar neefektiven 
metabolizem, kar lahko vodi v kratkotrajno hitro rast. Tipično krivuljo produkcije in porabe 
laktata nam na sliki 22 prikazuje proces ABER_12. V stacionarni fazi procesa je pogosto ter 
za proces optimalno, da pride do porabljanja laktata (Zagari in sod., 2013), česar pa pri 
procesu ABER_11 nismo zasledili. Ravno nasprotno, koncentracija laktata se je s časom 
višala. Verjetno je posledica njegovega kopičenja tudi vpad živosti celic pri tem procesu. Še 
več, laktat niža pH gojišča, zaradi česar se k procesu preko povratne kontrolne zanke dodaja 
več baze (poveča se število Na+ v gojišču), kar lahko tudi poveča osmolalnost (Toussaint in 
sod., 2016). Sodeč po naraščanju koncentracije natrija (glej sliko 21), se je to tudi zgodilo. 
Osmolalnosti tekom procesa nismo načrtno spremljali. 
 
 
Slika 21: Koncentracija natrija pri procesih ABER_11 in ABER_12 v odvisnosti od časa. 
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Slika 22: Koncentacija laktata pri procesih ABER_11 in ABER_12 v odvisnosti od časa. 
Senevirathna in sodelavci so pokazali, da naraščanje kapacitivnosti linearno korelira z 
velikostjo celic; večja kot je površina celic, bolj naraste kapacitivnost (Senevirathna in sod., 
2019). Limon in sod. so prišli do podobnih ugotovitev glede velikosti some in kapacitivnosti 
(Limon in sod., 2006). Tudi naš poskus nakazuje na podobno obnašanje kapacitivnosti. Ker 
so bile celice pri procesu ABER_11 večje, je bila tudi izmerjena kapacitivnost v tej kulturi 
večja. Ob naraščanju osmotskega pritiska gojišča je prišlo do upada v kapacitivnosti zaradi 
krčenja celic, narasla pa je konduktivnost, saj ta narašča ob povečanju prisotnosti elektrolitov 
kot je tudi Na+ (Kavukcu in sod., 1998). Na sliki 23 lahko spremljamo spremembe v 
konduktivnosti pri procesu ABER_11 in njegovem paralelnem procesu ABER_12. 
Opazimo, da konduktivnost pri procesu ABER_11 po približno 48 urah začne naraščati 
veliko hitreje kot pri drugem procesu ter ostane povišana do konca poskusa. To bi lahko 
nakazovalo na zvišano osmolalnost v gojišču, kar bi kot posledico lahko imelo upad v 
kapacitivnosti. V časovnem intervalu od nacepitve pa do petega dne po nacepitvi sta procesa 
imela praktično identično celično gostoto (glej sliko 5, linija B), vendar je imel proces 
ABER_11 veliko višjo kapacitivnost (opazno na sliki 4, linija B), ki pa je ravno takrat začela 
upadati zaradi krčenja celic.  
  
Slika 23: Konduktivnost pri procesih ABER_11 in ABER_12 v odvisnosti od časa. 
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Zakaj so celice bile na začetku procesa povečane, si težko razlagamo, vendar je ravno to 
najverjetneje razlog za povečanje kapacitivnosti na začetku procesa. Kasneje je zaradi 
hitrega oksidativnega metabolizma prišlo do zakisanja gojišča z laktatom, posledično pa se 
je povečala osmolalnost zaradi dodajanja baze NaOH. To je sprožilo povišan osmotski 
pritisk gojišča, zaradi česar so se celice začele krčiti. Krčenje celic je v kombinaciji s 
kopičenjem mrtvih celic v gojišču povzročilo upad v kapacitivnosti. Ugotavljamo, da je 
kapacitivnost zaradi vpliva velikosti lahko tudi pokazatelj odstopov v velikosti med 
paralelkami enakih procesov (v našem primeru ABER_11 in ABER_12). 
Da bi si lažje predstavljali, kakšen vpliv ima velikost celic na same meritve kapacitivnosti, 
smo si pobližje pogledali še korelacijo med skupno površino celic (v nadaljevanju opisana s 
kratico SPC) ter kapacitivnostjo in PCV (kratica, v ang. Packed cell volume). Omenjeni 
spremenljivki smo izračunali za vsakodnevno ''off-line'' meritev po enačbah 13 in 14. 




𝜋 × 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑖 𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑟 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐3                        ... (14)  
Nato smo primerjali korelacije vseh treh spremenljivk (VCD, SPC in PCV) s kapacitivnostjo 
po posamičnih procesih. R2 smo izračunali tako za celoten spekter meritev kot tudi za 
meritve prvih 150 ur po nacepitvi, da bi tudi lahko opazili, ali so morda razlike v korelaciji 
povečujejo tudi s trajanjem bioprocesa. 
Preglednica 8: Vrednosti R2 korelacij kapacitivnosti in drugih izmerjenih/preračunanih parametrov. Prikazane 
so tako korelacije med podatki celotnega procesa kot tudi korelacije med podatki prvih 150 ur poskusa. Zaradi 
majhnih razlik med korelacijami so podatki zaokroženi na štiri decimalke natančno. 
 
Celoten proces Prvih 150 ur 
Proces Kapacitivn
ost - VCD 
Kapacitivn
ost - SPC 
Kapacitivn
ost - PCV 
Kapacitivn
ost - VCD 
Kapacitivn
ost - SPC 
Kapacitivn
ost - PCV 
ABER_01 0.9694 0.9922 0.9784 0.9992 0.9998 0.9997 
ABER_02 0.9915 0.9944 0.9830 0.9984 0.9979 0.9968 
ABER_03 0.9778 0.9893 0.9837 0.9973 0.9979 0.9981 
ABER_04 0.9525 0.9664 0.9597 0.9972 0.9986 0.9992 
ABER_05 0.9615 0.9903 0.9598 0.9984 0.9987 0.9977 
ABER_06 0.9835 0.9761 0.9376 0.9988 0.9968 0.9939 
ABER_07 0.9838 0.9887 0.9890 0.9984 0.9980 0.9976 
ABER_08 0.9112 0.9617 0.9742 0.9995 0.9997 0.9993 
ABER_09 0.9870 0.9770 0.9692 0.9990 0.9960 0.9937 
ABER_10 0.9598 0.9753 0.9808 0.9981 0.9992 0.9994 
ABER_11 0.9927 0.9948 0.9890 0.9983 0.9982 0.9975 
ABER_12 0.9839 0.9738 0.9664 0.9983 0.9960 0.9941 
Implementacija velikosti celic v linearni model ni imela posebnega pozitivnega učinka na 
izboljšanje R2 (glej preglednico 8). Podobne rezultate poskusov modeliranja smo zasledili 
tudi v literaturi, kjer je ob vpeljavi celičnega radija v model R2 ostal nespremenjen oziroma 
se je celo zmanjšal (Opel in sod., 2010). Vpliv velikosti celic je očitno zelo zapleten in ne 
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dovolj signifikanten, da bi lahko znatno vplival na narejene modele. Predvidevamo, da bi v 
kombinaciji z drugimi faktorji, kot so viabilnost, osmolalnost, temperatura, prisotnost 
nečistoč in boljše poznavanje celične smrti morda lahko izboljšali model. Pri merjenju 
kapacitivnosti je vpletenih veliko različnih faktorjev in le zelo zahtevna implementacija vseh 
bi nam lahko omogočila zares natančno ovrednotenje pomembnosti in vpliva vsakega izmed 
njih. 
Poskusi kažejo na primerljive rezultate obeh metod merjenja žive celične gostote. Klasična 
''off-line'' metoda štetja živih celic z barvanjem na napravi Vi-Cell se je izkazala za 
zanesljivo, vendar prinaša določene omejitve. Predvsem se pojavlja problem pri večjih 
celičnih gostotah, kjer moramo zaradi omejitve merilnega območja naprave vzorce ustrezno 
ročno redčiti, zaradi česar so rezultati lahko manj natančni in celo napačni (npr. zaradi 
človeške napake). V primerjavi ''off-line'' metode z novo ''on-line'' metodo štetja celic s 
sondami ABER moramo tako upoštevati napako pri analizi korelacije, ki jo lahko prinašajo 
že sami podatki ''off-line'' meritev. Kljub temu rezultati analiz nakazujejo na visoko 
korelacijo med rezultati obeh metod. Živa celična gostota ter kapacitivnost sta tesno linearno 
povezani. Pokazali smo, da je stopnja linearnosti zelo visoka v prvih 150 urah po nacepitvi, 
v kasnejših fazah pa nekoliko upade. Poleg tega ugotavljamo, da velikost in smer premika 
ne vplivata na samo korelacijo v času temperaturne spremembe. Na podlagi visoke korelacije 
meritev obeh metod lahko potrdimo drugo postavljeno hipotezo, saj razlike v meritvah niso 
kritične. 
4.6  OVREDNOTENJE REZULTATOV 
Ugotovili smo, da lahko z modeliranjem dokaj natančno predvidimo okvirno kapacitivnost, 
pri kateri bodo celice dosegle primerno celično gostoto za temperaturni premik. Narejen 
model za predvidevanje časovnih oken premikov je dokazano učinkovit (glej celično linijo 
A) in sovpada s časovnim oknom, ki bi ga postavili glede na ''off-line'' meritve na napravi 
Vi-Cell. Zaradi uspešne postavitve modela in omenjenih visokih korelacij med meritvami 
obeh metod lahko potrdimo tudi prvo postavljeno hipotezo; z sondami ABER lahko uspešno 
in natančno spremljamo celično rast celic skozi celotno trajanje procesa. Potrebno je omeniti, 
da je postavitev modela kljub vsemu močno odvisna od same vrste celične linije (specifična 
za posamezno linijo) in procesnih nastavitev (mikrookolje celic). Da lahko postavimo 
uspešen model, morajo biti podatki, na katerih sloni, pridobljeni s poskusi z enako celično 
linijo pri enakih začetnih pogojih rasti. Opazne so velike razlike v izmerjeni kapacitivnosti 
med obema testnima linijama, ki pa jih lahko pripišemo razliki v velikosti celic. Gre torej za 
razliko med samima celičnima linijama, ne pa za razliko v točnosti meritev. Ker vrsta celične 
linije ne vpliva na točnost merjenja celične gostote z uporabo sond ABER in ker smo pri 
obeh linijah dobili dobre in pričakovane meritve ter dosegli visoke korelacije med ''off-line'' 
ter ''on-line'', lahko potrdimo tudi tretjo hipotezo.  
Vpeljava nove PAT tehnologije v bioprocese s sesalskimi celicami je lahko zahtevna ter je 
velikokrat omejena z izkušnjami in natančnostjo dela tehnologa. V naših poskusih so nam 
odstopajoči rezultati pri enem izmed procesov povzročili kar nekaj težav pri evalvaciji nove 
opreme. Kljub temu so takšni problemi pri implementaciji novih tehnologij pričakovani ter 
nam podajajo nove izkušnje in pripomorejo k boljšemu razumevanju same tehnologije in 
njenih omejitev. Merjenje kapacitivnosti se je izkazalo kot uporabna metoda za določanje 
48 
Kavčič U. Vpeljava procesne analitične tehnologije v bioprocese s sesalskimi celicami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
 
žive celične gostote, vsekakor pa je interpretacija meritev (čeprav so te lahko natančnejše in 
točnejše) pri tej metodi težja kot pri tradicionalni ''off-line'' metodi štetja živih celic. Pri 
merjenju kapacitivnosti moramo upoštevati veliko različnih akterjev, kot so velikost in 
živost celic, stanje njihovega metabolizma ter osmolalnost. Za postavitev boljšega modela 
bi morali v prihodnosti izvesti več dodatnih poskusov. Te bi zasnovali tako, da bi na enakem 
procesu spremljali obnašanje kapacitivnosti ob spreminjanju omenjenih parametrov. 
Izvedene analize sicer ne nakazujejo na znatno izboljšanje modela (z vpeljavo velikosti 
celic), kar potrjuje tudi literatura. Morda bi model lahko izboljšali, če bi v njem upoštevali 
več omenjenih faktorjev, saj so tudi ti med seboj odvisni. Kljub zagotovitvi proizvajalca bi 
bilo vredno testirati tudi samo stabilnost kapacitivnosti gojišča, ki se zaradi nečistoč, ki 
nastajajo tekom procesa, lahko spremeni.  
Menimo, da je bila vpeljava nove tehnologije uspešna. Z ''on-line'' meritvami lahko ob 
postavitvi modela dokaj natančno in zanesljivo napovedujemo tarčne celične gostote v 
bioreaktorjih za enkratno uporabo ter tako v naslednjem koraku uvedemo avtomatizacijo 
temperaturnih in pH premikov ali začetek dohranjevanja. Tehnologija sond za merjenje 
kapacitivnosti se nam zdi obetavna in je po našem mnenju dobra alternativa oziroma dodatek 
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5   SKLEPI  
• Na podlagi uspešne postavitve modela za napovedovanje temperaturnih in pH premikov 
na podlagi ''on-line'' meritev s sondami ABER lahko potrdimo prvo hipotezo, da z 
sondami ABER lahko uspešno in natančno spremljamo celično rast sesalskih celic skozi 
celotno trajanje procesa. 
• Na podlagi visokih stopenj korelacij skozi celoten proces (s poudarkom na začetnih 
fazah) med ''off-line'' meritvami žive celične gostote na napravah Vi-Cell in ''on-line'' 
meritvami kapacitivnosti s sondami ABER lahko potrdimo drugo hipotezo, da razlike v 
meritvah z uveljavljeno kontrolno analitsko metodo (Vi-Cell) niso kritične. 
• Na podlagi analiz rezultatov znotraj posamezne celične linije lahko potrdimo tretjo 
hipotezo, da vrsta celične linije ne vpliva na samo točnost merjenja celične gostote z 
uporabo sond ABER. 
• Uspešnost postavitve modela za napovedovanje temperaturnih in pH premikov na 
podlagi kapacitivnosti je delno omejena z rezultati ''off-line'' meritev. 
• Za vsako celično linijo, na kateri bi želeli uporabiti kapacitivnost za določanje žive 
celične gostote, moramo narediti ločen model zaradi razlik med posameznimi celičnimi 
linijami. 
• Na kapacitivnost vpliva veliko število faktorjev, kot so velikost in živost celic, 
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6  POVZETEK 
V biofarmacevtski industriji se povečuje potreba po boljšemu nadzoru nad procesi v 
proizvodnji zdravil. Na sam proces proizvodnje protiteles s sesalskimi celicami vpliva veliko 
število faktorjev, kot so temperatura, pH, hitrost mešanja in sestava gojišča. Glavna kriterija 
uspešnosti bioprocesa sta količina in kvaliteta produkta, ki pa je neposredno odvisen od rasti 
celic, zato je podatek o koncentraciji živih celic v produkcijski brozgi zelo pomemben. 
Tradicionalne metode ''off-line'' spremljanja koncentracije živih celic vključujejo barvanje 
mrtvih celic ter štetje s pomočjo visokozmogljivih kamer (princip delovanja naprave Vi-
Cell). Kljub dokazani učinkovitosti teh metod štetja pa nam ''on-line'' spremljanje celične 
koncentracije lahko koristi pri različnih postopkih avtomatizacije bioprocesov ter boljši 
prezentaciji realnega stanja bioprocesa. Procesna analitična tehnologija (PAT) nam omogoča 
lažje ''on-line'' spremljanje in boljši nadzor nad bioprocesi z vpeljavo novih inovativnih 
rešitev in metod.  
Eden izmed načinov spremljanja žive celične gostote ''on-line'' je preko merjenja 
kapacitivnosti, saj celice nosijo določen naboj in v električnem polju delujejo kot majhni 
kondenzatorji. Metoda z merjenjem kapacitivnosti se je v preteklosti že izkazala kot 
uporabna, saj linearno korelira z gostoto živih celic v gojišču. V tej magistrski nalogi smo 
primerjali ''off-line'' merjenje žive celične gostote na napravah Vi-Cell in ''on-line'' meritve 
kapacitivnosti s sondami ABER pri dvanajstih bioprocesih z dvema različnima celičnima 
linijama. Predvideli smo, da bomo s poskusom lahko pokazali, da razlike med obema 
metodama niso kritične, da z sondami ABER lahko uspešno in natančno spremljamo celično 
rast sesalskih celic skozi celotno trajanje bioprocesa ter da vrsta celične linije ne vpliva na 
točnost meritev z uporabo sond ABER. 
Izpeljali smo skupno dvanajst bioprocesov, prvih šest s celično linijo A in drugih šest s 
celično linijo B. Vsi procesi so trajali dvanajst dni, z dvema dodatnima dnevoma pred 
nacepitvijo za vzpostavitev primernih pogojev. Procesi s celično linijo A so imeli enake 
začetne nastavitve in so bili namenjeni predvsem postavitvi modela za napovedovanje 
temperaturnih in pH premikov na podlagi kapacitivnosti. Procesi s celično linijo B so imeli 
različne začetne nastavitve v paralelkah po dva procesa, premike pa nastavljene vsak 
drugače. Cilj te celične linije je bil potrditi linearnost v območju premikov pri različnih 
pogojih ter potrditi hipotezo, da je linearnost med kapacitivnostjo ter gostoto živih celic 
neodvisna od vrste celične linije. Poskusili smo narediti tudi model napovedi temperaturnih 
premikov za celično linijo B, kljub zavedanju, da so imeli različne začetne nastavitve. Vsi 
procesi so bili izvedeni v 5-L bioreaktorjih za enkratno uporabo s 3-L delovnim volumnom. 
Skozi celoten proces smo nadzorovali temperaturo, pH ter DO. Izvajali smo dnevne ''off-
line'' meritve žive celične gostote na napravah Vi-Cell ter skozi celoten proces merili 
kapacitivnost s sondami ABER. Nastavitve ABER sond so bile v naprej določene po 
priporočilih proizvajalca. Celicam smo dovajali hranila ter jim zagotavljali primerno 
prepihovanje z mešanico plinov po predvidenem protokolu. V naprej določeni pH in 
temperaturni premiki so bili izvedeni glede na ''off-line'' meritve žive celične gostote na 
napravah Vi-Cell. 
Vrednotenje ''off-line'' meritev na napravi Vi-Cell je pokazalo, da imajo naprave nizek 
standardni odklon, sploh pri nizkih celičnih koncentracijah (< 1.00 × 106 živih celic/mL), ki 
nekoliko naraste pri višjih koncentracijah. Večjo relativno napako od dovoljene (10 %) smo 
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zasledili le pri eni meritvi (≈13 %). Meritve kapacitivnosti so kazale predvidene krivulje 
rasti, ki sovpadajo s krivuljami, izrisanimi na podlagi ''off-line'' meritev. Primerjava ''off-
line'' in ''on-line'' meritev je kazala na visoko stopnjo korelacije, sploh v prvih 150 urah po 
nacepitvi, ko stopnja korelacije nekoliko upade. Korelacija med kapacitivnostjo in gostoto 
živih celic je bila pri obeh celičnih linijah zelo visoka (R2 = 0.997 pri celični liniji A in R2 = 
0.998 pri celični liniji B, neupoštevajoč proces ABER_11). Korelacija je prav tako bila 
visoka v časovnem območju premika (interval ±10 ur) pri vseh procesih s celično linijo B, 
kjer je najnižji koeficient determinacije znašal 0.976, ponovno pri za evalvacijo bolj 
problematičnem procesu ABER_11. Naredili smo regresijski model za napovedovanje 
časovnih oken premikov glede na meritve kapacitivnosti za obe celični liniji. Model se je pri 
celični liniji A izkazal za uporabnega, saj so točke premika na vseh krivuljah spadale znotraj 
predvidenega okvirja mejnih koncentracij živih celic. Pri celični liniji B bi model nepravilno 
napovedal časovni interval premika za vse izvedene procese, kar pa je bilo pričakovano 
zaradi različnih pogojev rasti celic. Vsi procesi so bili izpeljani uspešno in po predvidenem 
planu, nekaj odstopanj smo zasledili zgolj pri procesu ABER_11. Poskusili smo čim bolje 
interpretirati njihov vpliv na meritve ter v regresijski model vpeljati še velikost celic (v obliki 
SPC in PCV), kar pa, kot smo pokazali, ni imelo posebnega pozitivnega učinka na 
izboljšanje R2. 
Statistični testi ''off-line'' meritev na napravi Vi-Cell so pokazali, da so ''off-line'' meritve 
primerne za nadaljnjo primerjavo, saj so dokaj točne in zanesljive znotraj dovoljenih mej 
odstopanja. Zaradi visoke stopnje korelacije z ''on-line'' meritvami in uspešne postavitve 
regresijskega modela pri celični liniji A smo lahko potrdili hipotezi, da z sondami ABER 
lahko uspešno in natančno spremljamo rast celic ter da razlike med metodama niso kritične. 
Ugotavljamo, da vrsta celične linije močno vpliva na meritve kapacitivnosti zaradi razlike v 
velikosti celic. Kljub temu pa ne vpliva na natančnost meritev, saj je korelacija med 
meritvami tudi pri celični liniji B bila zelo visoka, kar potrdi tudi našo tretjo hipotezo.  
Pri enem izmed procesov je prišlo do nepričakovanih odstopanj v celični rasti, najverjetneje 
zaradi ekstremnih nastavitev, kar je povzročilo preklope v metabolnih poteh gojenih celic in 
ultimativno sprožilo povišanje osmolalnosti v gojišču ter zmanjšanje celične površine. 
Meritve kapacitivnosti so tu zato slabše korelirale z ''off-line'' meritvami. Menimo, da bi za 
izboljšanje modela vanj morali vključiti več faktorjev, kot so npr. velikost celic, viabilnost, 
temperatura ter sestava gojišča, kar pa seveda zahteva dodatne poskuse, saj stopnja vpliva 
teh faktorjev ni v celoti poznana in jo je težko opredeliti. Kljub temu zaključujemo, da je 
merjenje kapacitivnosti s sondami ABER uporabna metoda, ki lahko v kombinaciji s 
standardnimi ''off-line'' meritvami nudi natančno ''on-line'' spremljanje celic pri bioprocesih 
s sesalskimi celicami v skladu s PAT iniciativo. 
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Linearne regresije za procese s celičnima linijama A in B, izvedene pri 95% intervalu 
zaupanja z orodjem SPSS. 
 
 
 
 
